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Quelques citations, qui d'aprés moi, retranscrivent dans cet ordre, assez fidelement le monde de
la recherche scientifique, avec ses moments d'inspiration, d'excitation, d'émerveillement et
d'exultation, mais aussi ses instants d'égarement, de déception et de rage. Un panel de sentiments
qui dans leur ensemble contribue a faire de la science une passion. Chacun retrouvera, je pense,
dans ces citations, un peu du quotidien du chercheur.

« La phrase la plus excitante a entendre en science, celle qui annonce de nouvelles
découvertes, n'est pas "euréka (j'ai trouve)" mais plutdt "tiens, c’est marrant ..." ».

Isaac Asimov

« On a souvent dit que, pour faire des découvertes, il fallait étre ignorant. Cette opinion fausse en elle-méme cache cependant
une Vérité. Elle signifie qu’il vaut mieux ne rien savoir que d’avoir dans I'esprit des idées fixes appuyées sur des théories dont
on cherche toujours la confirmation en négligeant tout ce qui ne 'y rapporte pas ».

Claude Bernard, Introduction & I'étude de la médecine expérimentale

« La théorie, c'est quand on sait tout et que rien ne fonctionne. La pratique, c'est quand tout fonctionne et que personne ne
sait pourquoi. Ici, nous avons réuni théorie et pratique : rien ne fonctionne et personne ne sait pourquoi ! »

Albert Einstein

« En essayant continuellement on finit par réussir. Donc plus a rate, plus on a de chances que ¢a marche. »

Devise Shadock






Résumé

De nombreuses données indiquent qu’un petit poids & la naissance, résultant en partie d’une sous-
nutrition materno-feetale, est associé a une augmentation de la morbidité et de la mortalité durant la période
néonatale, et conduit également & un risque accru de développer a I'age adulte un syndrome métabolique
(diabéte de type 2, obésité, hypertension artérielle et dyslipidémie). Les mécanismes de cette
programmation prénatale sont encore mal connus et impliqueraient plusieurs molécules et systémes
physiologiques distincts. De nombreuses études suggérent que le placenta serait impliqué dans la
programmation de ces pathologies métaboliques. En effet, celui-ci constitue un organe de communication
entre la mére et son feetus et participe a la régulation de I'noméostasie feetale. En raison de la proportion
croissante de femmes présentant des troubles de la nutrition durant la grossesse et en lien avec leurs
répercussions potentielles chez la descendance, il est nécessaire de mieux comprendre les interactions entre
I’alimentation maternelle et I'unité feeto-placentaire et d’identifier les mécanismes impliqués dans les
altérations de la croissance feetale. En conséquent, le placenta constitue un organe de choix pour étudier les
interactions entre I’alimentation maternelle et le foetus au cours de la grossesse. Durant cette thése, nous
avons tenté d’identifier de nouvelles voies moléculaires placentaires impliquées dans le contrle de la
croissance feetale chez le rat, puis étudié I'expression de ces facteurs dans des placentas humains provenant

de grossesses impliquant des anomalies de la croissance feetale.

Comme la malnutrition maternelle constitue une part importante dans I'étiologie du retard de
croissance intra-utérin (RCIU), nous avons utilisé un modéle expérimental effectué chez le rat, qui consiste
en une réduction (de 50 % & 70 %) de la ration alimentaire quotidienne maternelle durant la gestation. Ces
régimes conduisent & des troubles de la croissance de I'unité feeto-placentaire révélés par des réductions
drastiques du poids du placenta et des poids de naissance a terme. Afin d'identifier de nouvelles voies
placentaires impliquées dans RCIU, nous avons utilise deux méthodologies différentes : une approche

protéomique et une évaluation de deux protéines récemment caractérisées.

Premiérement, nous avons étudié le protéome placentaire chez le rat RCIU provenant de meres
dénutries par une analyse protéomique (2D-PAGE et spectrométrie de masse). Cette stratégie nous a permis
de découvrir de nouvelles voies modulées par le RCIU et, étonnamment, des modulations importantes ont
été observées pour plusieurs protéines mitochondriales, suggérant un effet ciblé de la dénutrition sur
ces organites. Par la suite, en utilisant diverses techniques d'analyses moléculaires, protéomiques et
fonctionnelles, nous avons montré que ces organites elaborent une réponse adaptative a la restriction
alimentaire maternelle qui pourrait avoir des conséquences sur la régulation de la croissance feetale.
Deuxiémement, nous avons étudié deux autres protéines atypiques: le brain-derived neurotrophic factor et
I'hnormone apéline. Nos résultats suggérent que ces deux facteurs pourraient étre impliqués, au niveau

placentaire, dans le contréle de la croissance feetale & la fois chez le rat et chez I'Homme.

En conclusion, comme les techniques cliniques actuelles ne permettent pas de diagnostiquer avec
précision un RCIU, nos résultats pourraient permettre une meilleure compréhension de la physiopathologie
placentaire et permettre de développer de nouveaux marqueurs de diagnostic et/ou de traitement dans le but

d'améliorer la croissance placentaire et feetale en conditions pathologiques.
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Introduction

Tableau 1 : Répartition de la prise de poids durant la grossesse. D'aprés (Polonovski, 1992).

Accroissement en poids 1&@ ZW@ 3&@ 4&@
semaine semaine semaine semaine
Feetus (g) 15 320 1500 3500
Placenta et liquide amniotique (g) 40 400 1050 1250
Utérus et seins () 150 750 1100 1300
Sang (g) 100 500 1100 - 1300 1100 - 1200
Liquide interstitiel (g) 100 200 - 400 400 - 800 1000 - 1200
Réserves adipeuses () 200 - 300 800 - 1600 2000 - 3500 2000 - 4000
Prise de poids totale (g) 600 - 700 3000 - 4000 7000 - 9000 12000 - 12500
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I. Adaptations physiologiques durant la grossesse

a) Fécondation, croissance embryonnaire et croissance feetale

La gestation est un processus complexe durant lequel deux grandes phases ont lieu :
la phase embryonnaire et la phase feetale. La phase embryonnaire constitue le premier stade
de la vie d'un individu. Elle est comprise entre la fécondation et l'apparition des premiers
organes. La fecondation résulte de la formation d'une cellule diploide non encore divisée,
issue de la fusion de gamétes haploides, c'est a dire d'un gaméte méle : le spermatozoide,
et d'un ovocyte femelle. La plupart des organes se développent, durant la phase embryonnaire,
avec une tres grande rapidité. Il est estimé que 90 % des 4 500 structures tissulaires
répertoriées chez l'adulte apparaissent a I'état d'ébauche durant ce stade (O’Rahilly et Miller,
1987). Il n'est donc pas étonnant que cette période de la grossesse soit trés vulnérable
a l'apparition de malformations chez I'embryon, ce qui conduit souvent a des avortements

spontanés (Largo et al., 1980).

Vient ensuite la phase feetale qui est marquée par une augmentation considérable de la
taille et de la masse du feetus qui passe alors de quelques grammes a un peu plus de 3 kg au
terme de la gestation (Tableau 1). Toutefois, il ne faut pas simplement restreindre ce stade a
une simple augmentation de masse du feetus. En effet, les organes qui se sont développés
durant la période embryonnaire, croissent et subissent différents stades de maturation,
aboutissant a terme au développement complet du nouveau-né. Chez I'Homme, la durée de la
vgrossesse proprement dite est en moyenne de 266 jours soit 38 semaines. La période
embryonnaire dure 56 jours soit 8 semaines et la période feetale s'étend de la 9°™ semaine & la
38°™ semaine de la grossesse. Cependant, en obstétrique, le calcul des semaines de grossesse
se fait généralement a partir de la date des derniéres regles car c'est une date dont beaucoup de
femmes se souviennent précisément. Sur cette base de calcul, la grossesse dure donc

40 semaines et la période embryonnaire 10 semaines.
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b) Modifications maternelles liées & la grossesse

L'organisme maternel doit se préparer au développement rapide du feetus qui a lieu
majoritairement durant le dernier trimestre de la grossesse. C'est pourquoi rapidement apres
la fécondation, la femme enceinte va mettre en place de profondes adaptations
physiologiques, hormonales, nutritionnelles et métaboliques afin d'assurer une croissance

optimale du feetus.

i.  Changements physiologigques

La modification la plus marquée lors de la grossesse est l'augmentation du poids de la
mere qui est d'environ 12 kg en fin de grossesse. Cet accroissement de poids est non
seulement dd a la hausse du poids du feetus, mais aussi la résultante du développement rapide
d'autres tissus tels que les annexes feetales comme le placenta et le liquide amniotique. Durant
les deux premiers trimestres, certains tissus maternels comme les seins, I'utérus ou encore le
tissu adipeux, vont également augmenter leur masse (Tableau 1). Ce phénomene, connu sous
le nom de phase anabolique de la grossesse, a pour fonction de mettre en réserve des
composés riches en énergie comme les lipides ou encore des molécules azotées pour la
synthése de protéines. Ces réserves énergétiques seront alors disponibles pour répondre aux
besoins grandissant du feetus durant la phase catabolique de la grossesse qui a lieu par la suite.
A partir de la 25°™ semaine de grossesse, un feetus, qui gagnait jusqu'alors 5 & 6 grammes
par jour, va grossir en moyenne de 20 a 25 grammes par jour (Tableau 1). D'autres organes
présentent aussi des adaptations comme l'appareil cardio-respiratoire. On note, par exemple,
une augmentation du volume sanguin ainsi qu'une élévation de la ventilation de 50 %,
nécessaires notamment afin d'assurer l'irrigation sanguine feeto-placentaire. Un placenta
aterme demande un flux sanguin de 625 ml par minute afin de répondre aux besoins
métaboliques du feetus. Tous ces changements s'effectuent grace a des signaux et notamment
des hormones émises t6t durant la grossesse. Cependant, I'ensemble de ces signaux ne sont

pas encore totalement connus.
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ii. Modifications endocriniennes

Dés la fécondation, l'ovocyte produit I'hormone gonadotrophine chorionique (HCG)
afin de stimuler le corps jaune de l'ovaire, c'est a dire le reste du follicule de De Graaf dont est
issu l'ovule. Le corps jaune synthétise alors de la progestérone dont le but est de maintenir la
vascularisation de I'endométre ainsi que la densification de la muqueuse utérine.
L'HCG permet a l'ovocyte de s'implanter et de se développer dans la muqueuse utérine en
empéchant la venue des nouvelles régles. C'est pourquoi cette hormone sert de marqueur aux
tests de dépistage de la grossesse. Jusqu'a la 10°™ semaine, la progestérone est synthétisée par
le corps jaune. Par la suite, les cellules trophoblastiques placentaires la sécreteront a partir du
cholestérol circulant maternel. A ce stade, cette hormone aura pour fonction principale
d'inhiber les contractions utérines, et ce, jusqua l'accouchement. La progestérone,
sera également responsable, en association avec les cestrogénes, du développement et de
la maturation des glandes mammaires. Le placenta va produire dautres hormones comme
I'hnormone chorionique somatomammotrophique, encore appelée hormone lactogeéne.
Cette hormone est sécrétée a partir de la 5°™ semaine dans la circulation maternelle et
sa concentration va s'élever graduellement jusqu'en fin de grossesse. Cette hormone va
préparer les glandes mammaires a la lactation mais surtout, I'normone lactogene va participer
grandement a la croissance du feetus. En effet, elle va étre en partie responsable de
larésistance a l'insuline qui se met en place chez la femme enceinte et participe
a l'accroissement du transfert du glucose au travers du placenta, en réduisant la capture du
glucose par les tissus maternels. Cette hormone va également induire une lipolyse en fin de
gestation et augmenter ainsi le taux d'acides gras libres circulants, capables eux aussi de
traverser le placenta. Enfin, I'normone lactogene va favoriser la synthese des protéines,
assurant le maintien de la masse maigre de la mére et permettant d'accroitre le transfert

transplacentaire d'acides aminés libres.

iii. Changements nutritionnels

Il est logique que l'appétit soit augmenté chez la femme enceinte afin de répondre aux
demandes énergétiques croissantes de la grossesse. Une augmentation de la prise alimentaire
est donc une réaction d'adaptation normale de la grossesse. Cependant, il est moins connu que
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Tableau 2 : Prise de poids recommandée au cours de la grossesse en
fonction de la corpulence de la mere a la conception. Adapté de
(Abrams et al., 2000).

Gain de poids recommandé

IMC (en kg pour 9 mois de grossesse)
<19,8 12,5418
19,8 - 26 11,5416
26 - 29 7al1l5
> 29 6al0
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les femmes mangent souvent un peu plus que ce qui est réellement nécessaire pour répondre a
ces demandes. Il est ainsi estimé que 40 % des femmes ont une prise de poids supérieure a la
prise optimale conseillée durant la grossesse (Sarwer et al., 2006). Le colt théorique d'une
grossesse est estimé a environ 80 000 kcal (soit, en moyenne 285 kcal par jour). Les dépenses
énergétiques se répartissent sur trois postes couvrant les besoins du feetus et des annexes
foeto-placentaires (10 000 kcal soit environ 40 kcal par jour), la constitution des réserves
lipidiques de la mere (35 000 kcal pour 3 a 4 kg de masse adipeuse) ainsi que l'augmentation
du métabolisme maternel de base & partir du 2™ trimestre (35 000 kcal pour une augmentation
de 20 %). Ainsi, la plus grande partie des dépenses énergétiques n'est pas liée au feetus.
Bien que ce colt théorique de la grossesse est sensiblement le méme pour chaque femme,
les besoins énergétiques eux sont variables d'une femme a l'autre et vont principalement
dépendre de l'indice de masse corporelle (IMC) de la mere. En théorie, une femme possédant
un IMC classé comme "normal™ devrait se nourrir de fagon a avoir une prise de poids de 1 kg
par mois pendant les deux premiers trimestres puis de 400 a 500 g par semaine lors du dernier
trimestre (Tableau 2). Cependant, il sera conseillé aux femmes maigres de veiller & assurer
des apports énergétiques et une prise de poids suffisants pour optimiser le poids de naissance
du bébé car elles ont plus de risques d'avoir un enfant de faible poids. Le cas des femmes
fortes a obeses est plus délicat car exposées a des risques obstétricaux incluant I'hypertension,
la pré-éclampsie et le diabéte gestationnel (Bhattacharya et al., 2007). Bien qu'il soit
nécessaire de limiter la prise de poids de ces meéres, il ne faut absolument pas occasionner de
carences énergétiques et nutritionnelles afin d'éviter les risques d'hypotrophie fcetale.
En pratique, il est difficile d'établir une "norme" en matiere d'apport énergétique conseillé.

L'augmentation de la prise alimentaire s'effectue tres tot durant la grossesse, bien avant
I'implantation de I'embryon dans la muqueuse utérine, ce qui indique que l'augmentation de la
prise alimentaire n'est pas simplement une réponse a la demande énergétique de I'embryon
mais plutot une anticipation a cette future demande. En effet, il a été montré chez la rate
gestante, une légére hyperphagie dés le 4°™ jour de gestation (Ladyman et Grattan, 2004).
Les mécanismes aboutissant a cette hyperphagie ne sont pas totalement compris mais peuvent
étre en partie expliqués par une résistance a la leptine transitoire durant la gestation (Mounzih
et al., 1998a). Durant la grossesse, I'augmentation de I'adiposité maternelle est accompagnée
d'une forte augmentation des taux plasmatiques de leptine chez le rat et 'Homme (Chien et
al., 1997 ; Masuzaki et al., 1997). En condition normale, la leptine va agir comme un facteur

anorexigénique au niveau des noyaux contrélant la prise alimentaire de I'nypothalamus (Coll
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et al., 2007). Le noyau arqué de I'hypothalamus va étre particulierement sensible a I'action de
la leptine. Ce noyau contient deux groupes interconnectés de neurones : les neurones
orexigéniques produisant le neuropeptide Y (NPY) et I’Agouti-Related Peptide (AgRP) qui
augmentent la prise alimentaire et les neurones a proopiomélanocortine (POMC) et Cocaine
and Amphetamine Regulated Transcript (CART) connus pour leurs effets anorexigenes
(Konner et al., 2009). La leptine va stimuler les neurones & POMC/CART et inhiber les
neurones a NPY/AgRP, ce qui aboutira a une diminution de la prise alimentaire. Or, durant la
gestation, plusieurs études ont montré que la résistance a l'insuline va agir a plusieurs niveaux
pour bloquer l'action anorexigénique de la leptine et ainsi favoriser le stockage de réserve
énergétique dans le tissu adipeux. Ainsi, en dépit de l'augmentation des taux de leptine,
I'expression de I'ARNm de la POMC dans le noyau arqué est constante durant la gestation
(Mann et al., 1997 ; Ladyman et al., 2009). De méme, l'expression du NPY et de I'AgRP a été
montrée chez le rat pour étre stable voire légerement augmentée (Rocha et al., 2003 ; Wilding
etal., 1997 ; Ladyman et al., 2009).

Les phénomenes de résistance a la leptine peuvent se dérouler a 3 niveaux distincts :
avant l'action du ligand sur son récepteur, au niveau du récepteur ou encore au niveau de la
signalisation intracellulaire. Dans le cadre de la résistance a la leptine durant la gestation, il
n'a pas été observé de diminution de I'expression des récepteurs a la leptine dans le noyau
arqué (Ladyman et Grattan, 2005). Cependant, le transport de la leptine au niveau plasmatique
semble étre perturbé de par une augmentation de l'expression et/ou de l'activité des protéines
de liaisons circulantes ou leptin binding proteins (Gavrilova et al., 1997 ; Seeber et al., 2002).
Enfin, une diminution de la signalisation intracellulaire de la leptine a aussi été observee dans
les noyaux hypothalamiques chez la rate gestante (Ladyman et Grattan, 2004 ; Ladyman et
Grattan, 2005).

iv.  Changements métaboligues

Le glucose étant la principale source d'énergie du feetus, le métabolisme glucidique est
modifié durant la grossesse. Durant les deux premiers trimestres, une hyperinsulinémie ainsi
qu'une légere augmentation de la sensibilité a l'insuline sont constatées, ce qui permet
la constitution des réserves énergétiques et azotées chez la mere (Sorenson et Brelje, 1997).
L'insuline va ainsi stimuler la synthese protéique ainsi que la glycogénogenese dans le foie et
la formation de triglycérides dans les cellules adipeuses (Homko et al., 1999).
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Cette hyperinsulinémie est liée a une augmentation de la masse de cellules B-pancréatiques
maternelles. Cette augmentation serait en partie due a l'action de I'normone lactogéne sur
le récepteur de la prolactine, ou encore a l'action de la sérotonine, sur les cellules B, ce qui
induirait leur réplication ainsi que leur hypertrophie (Vasavada et al., 2000 ; Kim et al.,
2010). Cette hyperinsulinémie sera, par la suite, couplée a une résistance a l'insuline durant
le dernier trimestre de la grossesse. La réduction de la sensibilité & l'insuline va permettre
un changement ou "switch" métabolique chez la mére passant ainsi d'un métabolisme
glucidique a l'utilisation des substrats lipidiques comme les acides gras libres (Buchanan,
1995). Ceci induira des hyperglycémies postprandiales prolongées qui permettront
un transfert accru de glucose vers le feetus au travers du placenta (Yamashita et al., 2000 ;
Bartha et al., 2000). Ces modifications sont probablement liées aux changements hormonausx,
comme par exemple I'élévation de I'hormone lactogéne circulante, de la progestéronémie ou
encore de la cortisolémie qui sont connues pour étre toutes corrélées avec la mise en place

d'une résistance a l'insuline (Giorgino et al., 1993 ; Nelson et al., 1994).
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Génome feetale,
Epigénétique,
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\.
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Figure 1 : Représentation des interactions entre la mére, le feetus et le placenta sur la
croissance feetale durant la grossesse humaine. Figure réalisée grace a Servier Medical Art.

MHm mM

& Shire Q Shetland & Shetland Q Shire
17 kg Poids de naissance
des poulains

Figure 2 : Représentation schématique de I'expérience de Walton et Hammond.
Figure réalisée grace a Servier Medical Art.

-28-



Introduction

Il. Croissance feetale et régulations

Le feetus humain se développe en suivant une trajectoire de croissance qui s'‘équilibre
entre les besoins nutritionnels du feetus et la capacité de la mere a les lui apporter. Le potentiel
de croissance est inscrit dans le génome feetal et joue un rdle important dans le
développement in utero. Cependant, il est maintenant reconnu que la croissance du feetus est
aussi sensible a I'environnement physiologique maternel et placentaire. La croissance feetale
est également soumise a un équilibre permettant au feetus de se développer tout en évitant
d'avoir une prise de poids trop importante, ce qui rendrait I'accouchement difficile. Il existe
donc un contréle multifactoriel de la croissance feetale qui implique les 3 principaux acteurs

de la grossesse : la mére, le feetus et le placenta (Figure 1).

a) Influence des parents

Des études ont montré que des enfants provenant de mémes parents ont des poids de
naissance similaires (Morton, 1955). Cependant, d'autres études ont montré que le poids de
naissance est comparable pour des enfants provenant de la méme meére mais de péres
différents mais pas inversement, c'est a dire de méme pere et de meres différentes.
Ceci suggere une implication limitée du patrimoine génétique paternel sur la régulation de
la croissance fcetale et un réle préférentiel du patrimoine maternel dans ce processus. De plus,
une corrélation entre le poids de la mére et celui de ses enfants a été également démontrée
(Ounsted et al., 1988).

i. Lataille de la mére

Les expériences de Walton et Hammond en 1938 (Figure 2) ont permis de mettre en
évidence la notion de contrainte maternelle sur la croissance feetale grace a des croisements
entre des chevaux de grande taille de race Shire, avec des poneys de petite taille de race
Shetland. Ces auteurs ont rapporté que le croisement entre un male Shire et une femelle
Shetland induit des poneys moins lourds que le croisement inverse alors qu'ils possedent tous

deux le méme génome (Walton et Hammond, 1938). Une autre étude, concernant les dons
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d'ovules chez 'Homme, a également montré que le poids de naissance est corrélé avec la taille
de la mere receveuse mais pas avec celle de la mere donneuse (Brooks et al., 1995).
Cette observation permet ainsi d'éliminer totalement I'influence de I'ADN mitochondrial qui
est transmis par la mere uniquement et qui était envisagé jusqu'alors comme une explication
possible a ce phénomeéne. La taille de la mere est donc l'un des facteurs intervenant dans
le contrdle de la croissance feetale puisqu'elle est corrélée a la capacité de l'utérus a supporter
la croissance feetale (Cogswell et Yip, 1995). Ce phénomene permet ainsi de limiter
la croissance feetale afin d'éviter des problémes lors de I'accouchement. Cependant, I'influence
de la contrainte maternelle est également limitée puisque la somme des masses des jumeaux

excéede souvent la masse d'un bébé seul, méme si leurs poids sont inférieurs.

ii.  Influence de la parité

La parité est un terme utilisé en obstétrique pour décrire le nombre d'enfants vivants
mis au monde par une femme. De nombreuses études ont mis en évidence que le poids de
naissance du premier enfant est inférieur a celui des suivants (Ong et al., 2002).
Les mécanismes de l'effet de la parité sur le poids feetal ne sont pas totalement compris.
Cependant, une influence de la vascularisation utéro-placentaire a été suggérée (Hafner et al.,
2000). Ce phénomene n'est pas clairement compris et pourrait s'expliquer en terme
d'évolution. Il permettrait de limiter l'investissement énergétique et métabolique maternel
durant sa premiere grossesse, dans le but d'assurer sa propre survie et de nourrir son premier

enfant et donc d'avoir par la suite d'avoir d'autres enfants.

iii.  Influence de I'age maternel

Chez I'animal et I'Homme, les individus adolescents donnent naissance a des enfants
de plus petite masse (Kirchengast et Hartmann, 2003). Il a été suggéré que cette influence
serait due principalement au concept de contrainte maternelle. Cependant, il est possible que
ce phénomeéne soit di a une compétition entre la demande énergétique nécessaire pour
la croissance de la mére et celle de son enfant. En effet, la phase de stockage énergétique,
ou phase anabolique, a tendance a se prolonger chez ces jeunes meéres. Des expériences

menées chez la brebis ont montré que cette compétition persiste méme si la mere est
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suralimentée (Wallace et al., 1999). Une autre étude plus récente a montré que durant la
gestation chez la jeune brebis diminuerait sensiblement la taille du placenta, ce qui limiterait
le transfert de nutriments vers le feetus (Wallace et al., 2003). Ceci pourrait s'expliquer en
terme d'évolution par un mécanisme protecteur maternel qui favoriserait a court terme la

croissance et la survie de la jeune mére, au détriment des chances de survie de I'enfant.

iv.  Influence maternelle sur le flux sanguin de l'artére utérine

Les besoins métaboliques du feetus et du placenta croissent rapidement durant la
gestation. C'est pourquoi de profondes adaptations du systéme cardiovasculaire maternel vont
avoir lieu. A terme, on observe chez les femmes enceintes une augmentation du volume
sanguin de 40 % et du débit cardiaque de 35 % (Ueland, 1976). Le flux sanguin de l'artére
utérine est augmenté environ 3 fois, passant de 95 ml par minute chez la femme non enceinte

a 342 ml par minute a terme (Thaler et al., 1990).

V. Influence de I'environnement maternel

L'environnement maternel comprend toutes les influences non génétiques qui
influenceront le phénotype de leur descendance. Ainsi, l'environnement maternel va étre
étroitement lié a son style de vie. Dans le cadre d'une croissance feetale normale, Il va donc
principalement impliquer la qualité du régime alimentaire de la mere puisquelle est,
via le placenta, la principale source de nutriments du feetus. L'environnement maternel étant
une cause importante de retard de croissance intra-utérin, cette influence sera détaillée par

la suite.
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Tableau 3 : Classification de la morphologie placentaire.

Nom Définition Representation schem‘atllqu,e du Barriere placentaire Espéce
placenta par rapport a I'utérus
Placenta [ L'ensemble de la surface placentaire est en contact avec . . .
. - épithélio-chorial Jument, truie
diffus la surface utérine
Les contacts placentaires s'effectuent de fagon multiple
Placenta . . \ e s . .
A .| de par la formation de cotylédons sur I'ensemble de la épithélio-chorial Ruminant
cotylédonaire .
surface utérine.
Placenta Seule une bande annulaire ceinturant le trophoblaste
zonal assure les contacts ou se différencient les villosités endothélio-chorial Carnivore
placentaires
Placenta Seule la partie du conceptus qui envahit I'endometre . . Homme, primates et
L I . hémo-chorial
discoide participe a la formation du placenta rongeurs
Feetus Capillaire feetal
1. Endothélium feetal
— B ~C
2. Tissu conjonctif feetal
3. Epithélium trophoblastique feetal

— A

4. Epithélium utérin maternel e are .
P A= épithélio-chorial
o B = endothélio-chorial
5. Tissu conjonctif maternel ) )
C = hémo-chorial

6. Endothélium maternel :||>— B

Figure 3 : Représentation des différents types de barriere placentaire d'apres leurs
compositions cellulaires. Adaptée du site http://9e.devbio.com/image.php?id=298.

Mere Capillaire maternel
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b) Le placenta

Etant au centre des échanges entre la mére et son feetus, le placenta joue un role
important dans la régulation de la croissance feetale. Afin d'améliorer la compréhension de
cette thése, je débuterai par quelques généralités sur le placenta avant d'en expliquer son

fonctionnement.

i. Classification et description

Le placenta est une annexe embryonnaire transitoire caractéristique des euthériens,
appelés également mammiféres placentaires. Le placenta posséde des caractéristiques
fonctionnelles communes mais présente, au niveau macroscopique et microscopique,
une organisation tissulaire trés complexe propre a chaque espece. Deux caractéristiques
morphologiques, particuliérement divergentes, sont utilisees comme base de la classification
du type placentaire (Tableau 3). La premiere est la forme du placenta qui, associée a
sa position face aux membranes feetales, va permettre la classification en 4 groupes différents.
La seconde concerne l'organisation et les types cellulaires présents entre le systéme vasculaire
maternel et feetal qui constitue la barriére feeto-placentaire, lieu des transferts de molécules
entre ces deux compartiments (Figure 3). Les mécanismes d'échanges feeto-maternels sont
influencés par I'épaisseur des couches tissulaires séparant I'embryon de la mére. Cette barriere
sera d'autant plus mince que le placenta pénétre de maniére invasive dans la muqueuse

utérine.

Le placenta des primates, tout comme celui des rongeurs, est de forme discoide et
possede une vascularisation de type hémo-choriale, c'est-a-dire, que le sang maternel est
directement en contact avec la barriére feeto-placentaire dont les cellules qui la composent ont
une origine exclusivement feetale. Chez I’Homme, le sang maternel, issu des artéres spiralées
utérines, est injecté dans des lacunes appelées chambres intervilleuses au sein desquelles
se trouvent des capillaires feetaux connectés aux vaisseaux ombilicaux (Figure 4). Le sang du
feetus arrive au placenta via deux artéres ombilicales et en repart purifié des déchets
métaboliques et chargé en oxygéne et nutriments, par une veine ombilicale unique (Malassiné
et al., 2003).
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Figure 4 : Représentation schématique d'un placenta humain montrant I’organisation
de la vascularisation feeto-placentaire.
D'apreés http://www.biog1105-1106.0rg/demos/105/unit8/ovaryplacenta.html.

Arteres spiralées maternelles Artere centrale utérine

o Coté __—
.| Jmaternel |_f

Coté

feetale
CIV—y [

Figure 5: Représentations comparatives schématiques simplifiées du placenta chez
I’Homme et le rongeur montrant I’organisation de la vascularisation feeto-placentaire.
Adaptée de (Georgiades et al., 2002). Le placenta de souris possede une zone d’échange feeto-
maternel plus dense que celle de I’'Homme. Les fléches indiquent le sens de circulation du
sang maternel dans les chambres intervilleuses. CIV : chambre intervilleuse ; CO : cordon
ombilical ; D : decidua ; L : labyrinthe ; M : mésometre ; T : trophospongium ; PB : plaque
basale.
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ii. ROle du placenta

Les fonctions majeures du placenta sont de promouvoir la viabilité et la croissance
feetale. Il participe donc, d’une part, aux mécanismes de tolérance maternelle envers les
antigénes feeto-paternels et régule, d’autre part, les échanges materno-fecetaux. Il sécréte
également de nombreuses hormones stéroides et peptidiques qui participent non seulement au
controle de la croissance feetale, mais influent aussi chez la mére en assurant, par exemple
I’adaptation physiologique a I’accouchement ou encore en agissant sur les glandes
mammaires pour préparer a la lactation. Néanmoins, le principal contrdle placentaire de
la croissance du feetus repose sur sa capacité a échanger des substances comme l'oxygene,
le dioxyde de carbone, I'eau, les nutriments et les déchets métaboliques entre la mére et son
feetus. C'est pourquoi la taille du feetus a la naissance est un bon index de la qualité de
ces échanges durant la grossesse (Desforges et Sibley, 2010). Pour cela, les cellules comprises
entre les circulations maternelles et feetales assurent des fonctions spécifiques de transports de
molécules qui s’amplifient durant la grossesse. Ce transport s’effectue au sein des arbres
villositaires (ou villosités placentaires) situés dans les chambres intervilleuses chez I’Homme
et dans la zone du labyrinthe chez les rongeurs (Figure 5) (Malassiné et al., 2003). A titre
d’exemple, on observe dans ces zones pour le glucose, un transport par diffusion facilitée
via des transporteurs membranaires de type GLUT (Hay, 1995), pour les acides aminés,
des transporteurs actifs sodium dépendants et indépendants (Jones et al., 2007) et, pour les
lipides, des lipoprotéines lipases placentaires hydrolysent les triglycérides circulants
maternels libérant ainsi des acides gras. Le transfert de ces acides gras s’effectue ensuite vers
le feetus, par diffusion dans les cellules placentaires puis passage transcellulaire par
I’intermédiaire de fatty-acid binding proteins (Haggarty, 2002).
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c) Influence épigenétique et empreinte parentale

Comme nous l'avons vu précédemment, l'influence génétique sur la croissance feetale
est limitée. En effet, il a été estimé que 20 % du patrimoine génétique maternel et 18 % du
patrimoine paternel sont responsables des variations de la croissance feetale (Robert et Bear,
1997). L'environnement va donc avoir un fort impact sur le développement du feetus.
L'impact de I'environnement peut s'effectuer de différentes fagcons comme par exemple par
des modulations de type épigénétique. Il a ainsi été montré que I'épigénotype est sensible aux
conditions environnementales in utero et pourrait porter la mémoire d'expositions déléteres
issues de l'environnement. Ces différents environnements peuvent altérer I'expression des
génes de maniére réversible ou irréversible sans altération de la séquence nucléotidique de
I'ADN (Waterland, 2009). Il existe différents types de modification épigénétique qui,
mis & part leur influence sur la différenciation des cellules feetales, vont jouer un réle

important dans le développement du placenta.

i. Méthylation de I'ADN

Au niveau des séquences promotrices d'un géne, on peut trouver des méthylations au
niveau des résidus cystéines de I'ADN qui sont suivies par une guanine : les dinucléotides
CpG. Un regroupement de séquences riches en CpG est appelé Tlot CpG. La méthylation de
ces Tlots va créer un encombrement stérique empéchant la fixation de facteurs de transcription
au niveau des séquences promotrices des génes (Waterland et Garza, 1999). La méthylation
de I'ADN dépend de plusieurs facteurs et notamment de I'environnement nutritionnel, de par
I'ingestion de molécules nutritives donneuses de groupements méthyles (Waterland et al.,
2006).

La répartition du taux global de méthylation entre I'ADN des annexes
extra-embryonnaires et celui du feetus n'est pas équitable puisque I'ADN placentaire est
globalement hypométhylé (Santos et al., 2002). En dépit de cela, la méthylation de I'ADN est
indispensable pour le développement des cellules placentaires. Ainsi, I'administration d'un
inhibiteur de la méthylation de I'ADN, le 5'-aza-2'-deoxycytidine, a des rates gestantes
interrompt la prolifération des cellules trophoblastiques et induit une profonde diminution de

la masse placentaire lorsque ce traitement a lieu au milieu de la gestation (Serman et al.,
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2007). Une autre étude a également montré que ce traitement inhibe également I'invasion
trophoblastique des arteres spiralées maternelles qui est un phénomene permettant
d'augmenter les échanges vasculaires feeto-maternels (Rahnama et al., 2006). Enfin, les souris
homozygotes déficientes en DNA methyltransferases Dnmt1 et Dnmt3L présentent de séveres
malformations placentaires avec une absence de formation du labyrinthe et une réduction du
trophospongium (Li et al., 1992 ; Arima et al., 2006).

ii. Modifications des histones

Le nucléosome est un complexe protéique constitué d'un octamere d'histone, de
structure 2x (H2A, H2B, H3 et H4) sur lequel est enroulé I'ADN. Les parties N-terminales de
ces histones dépassent du nucléosome et vont subir sur certains de leurs acides aminés des
modifications post-traductionnelles de type méthylation, acétylation, phosphorylation ou
encore ubiquitinylation, ce qui va influencer la transcription génique. A linverse de la
méthylation de I'ADN, les modifications des histones vont permettre une régulation a plus
court terme de I'expression génique, ce qui sera important pour la plasticité développementale.

Ces mécanismes vont permettre l'activation sélective de nombreux genes spécifiques
du placenta comme, par exemple, la syncytine qui joue un réle important dans la maturation
des cellules trophoblastiques (Chuang et al., 2006). Ces types de modifications concernent
aussi la synthese de certaines hormones. Ainsi, durant la gestation, I'hormone de croissance
placentaire remplace progressivement I'hormone de croissance d'origine hypophysaire.
Ce changement d'expression a été démontré pour s'effectuer également sous le controle de
modifications épigénétiques des histones (Kimura et al., 2004).

iii. Empreinte parentale

Dans les organismes diploides, les alleles maternels et paternels de la plupart des
génes sont exprimés a des taux similaires et donc contribuent de fagon égale au phénotype.
Cependant, chez les euthériens (comme I'Homme et la souris) ainsi que chez les marsupiaux,
les alleles parentaux ne fonctionnent pas toujours de facon eéquivalente. En effet,

des expériences génétiques ont permis de montrer chez la souris que certains segments
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des chromosomes ont une fonction différente en regard avec leurs origines parentales
(Cattanach et Kirk, 1985). Les genes soumis a une empreinte parentale ne sont pas répartis
équitablement dans le génome mais plut6t regroupés dans des zones appelées "clusters"
placés sous le contréle d'une région régulatrice (ICR pour "imprinting control region™)
caractérisée par une méthylation différentielle des dinucléotides CpG (DMR pour
"differentially methylated region") et qui contrdle la transcription de ces génes. A ce jour,
environ 130 de ces génes ont été découverts chez la souris et pres de 70 chez 'Homme
(Nelissen et al., 2011). Le but de cette empreinte parentale durant la croissance feetale n'est
pas entierement compris. Cependant, en 1991, Moore et Haig ont émis I'hypothése d'un
conflit parental génétique qui énonce que les copies paternelles de ces génes ont tendance a
augmenter le transfert de nutriments vers le feetus et ainsi favoriser sa croissance, tandis que
les copies d'origines maternelle vont plutét contrebalancer l'action des genes paternels et
restreindre la croissance feetale et postnatale afin de restreindre la dépense énergétique
maternelle. Ainsi, dans le cadre d'une grossesse normale, l'action de ces deux forces opposées
va assurer une croissance feetale normale alors que l'inactivation d'un de ces genes va induire
de profondes perturbations de la croissance placentaire et feetale (Piedrahita, 2011). Une
récente étude permet de faire le lien entre I'environnement maternel, notamment nutritionnel,
et la régulation de I'empreinte parentale. Ces auteurs ont montré qu'un régime riche en
graisses durant la gestation chez la souris augmente le poids du placenta et affecte la
méthylation des genes soumis a empreinte de facon sexuellement dimorphique (Gallou-
Kabani et al., 2010).
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d) Régulations endocrines

La meére, le feetus et plus particulierement le placenta produisent des hormones qui
assurent le maintien de la gestation et modulent la croissance feetale. Dans cette partie, je me

concentrerai sur les hormones les mieux décrites a ce jour.

i. Le systeme insuline/Insulin-like growth factor

L'insuline favorise la croissance du feetus en agissant comme un signal de disponibilité
en nutriments. En effet, la pancréatectomie chez le fecetus ou le traitement par
la streptozotocine (une molécule détruisant les cellules B-pancréatiques) entrainent tous deux
un RCIU (Fowden et Comline, 1984 ; Fowden, 1995). L'insuline agit comme un promoteur de
la croissance feetale de par son action sur le métabolisme. Ainsi, la perfusion d'insuline chez
le feetus se traduit par une augmentation de sa captation de glucose associée a une
augmentation de la prolifération cellulaire (Fowden, 1995). La concentration d'insuline feetale
a terme est positivement corrélée avec la glycémie et le poids de naissance du feetus (Fowden,
1995). D'autres études ont montré que la concentration d'insuline au niveau du cordon
ombilical est plus faible en cas de RCIU (Osmanagaoglu et al., 2005). Cependant, il est
également probable que l'insuline agisse indirectement sur la croissance feetale par son action

sur la sécréetion des facteurs de croissance hépatiques : les insulin-like growth factors (IGF).

Les IGF sont connus pour stimuler la croissance feetale. Des souris déficientes en
IGF-I ou en IGF-II ont un poids de naissance a terme fortement réduit (DeChiara et al., 1990 ;
Liu et al., 1993). La délétion du récepteur IGF de type 1, responsable de I'action d'IGF-I et
d'IGF-I11, cause un retard de croissance fcetal encore plus important (Liu et al., 1993). Des
études menées chez différentes espéces ont montré une relation entre la concentration
plasmatique feetale d'IGF-I avec le poids de naissance. Cependant, aucune corrélation n'a été
trouvée avec IGF-1I (Klauwer et al., 1997). IGF-I semble avoir un r6le direct sur la
prolifération des cellules feetales, tandis qu'lGF-11 va influencer le développement placentaire.
En effet, la délétion de ce géne chez le feetus, ou seulement dans le labyrinthe placentaire
(souris IGF2P0), diminue le poids du placenta de 30 a 50 % a terme (DeChiara et al., 1990 ;
Sibley et al., 2004). L'influence d'IGF-11 sur la morphologie placentaire va altérer le transfert

de nutriments vers le feetus puisqu'on observe une diminution de 30 a 40 % de la diffusion
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passive transplacentaire chez les souris IGF2P0 (Sibley et al., 2004). A l'inverse d'IGF-I,
IGF-1 n'a que peu d'effets sur la taille placentaire. Cependant, IGF-1 et IGF-11 semblent agir
directement sur le transfert de nutriments vers le feetus. Ainsi, I'injection in utero d'IGF-1 chez
I'agneau accroit la consommation placentaire de glucose (Bloomfield et al., 2002). Un
traitement de cellules trophoblastiques humaines par I''GF-I augmente également le transfert
de glucose et d'acides aminés vers le feetus (Karl, 1995), tandis qu'un traitement par IGF-11
n‘augmente spécifiquement que le transfert d'acides aminés (Kniss et al., 1994).

ii. Les adipocytokines

Les adipocytokines sont des peptides et protéines solubles de communication
majoritairement synthétisées par le tissu adipeux et qui vont agir a distance sur d'autres
cellules ou tissus pour en réguler l'activité et la fonction. De récentes données montrent que
les adipocytokines produites a la fois par la mére, le feetus et le placenta jouent un role
important dans le contréle de la croissance feetale. Dans cette partie, je me focaliserai plus
particulierement sur celles dont le role a été le plus étudié, c'est a dire la leptine et
I'adiponectine.

L'impact de la leptine sur la croissance feetale n'est pas clairement démontré et semble
dépendant de l'espece étudiée. Les souris déficientes en leptine ont une morphologie ainsi
qu'un poids de naissance normaux (Mounzih et al., 1998b). Chez I'Homme, la concentration
ombilicale de leptine a terme est positivement corrélée avec le poids du placenta ainsi qu'avec
de nombreux indicateurs de la croissance feetale comme le poids, la taille, I'adiposité et
le contenu minéral osseux (Varvarigou et al., 1999 ; Javaid et al., 2005). La leptine et
ses récepteurs sont largement exprimés dans le placenta chez I'Homme, ce qui suggere un réle
sur son développement et son fonctionnement (Hoggard et al., 2001). Un traitement a
la leptine sur des cultures de trophoblastes humains diminue I'apoptose et augmente
la prolifération de ces cellules (Magarifios et al., 2007). La leptine stimule également I'activité
du systeme A, qui est un systéme de transporteurs membranaires des acides amines neutres
(Jansson et al., 2003). Malgreé ces effets sur le placenta, il est possible que la leptine in utero
ne soit, comme chez l'adulte, qu'un signal du statut nutritionnel et de l'adiposité feetale. 11 est
également possible que la leptine feetale ne soit produite qu'en réponse a la stimulation
du tissu adipeux feetal par I'insuline ou par d'autres facteurs (Devaskar et al., 2002).
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Contrairement a la leptine, la concentration d'adiponectine est inversement corrélée
chez l'adulte avec la masse corporelle et la quantité de tissu adipeux (Arita et al., 1999).
L'adiponectine diminue la glycémie en inhibant la néoglucogenese hépatique et en
augmentant l'action de I'insuline dans le muscle squelettique (Yamauchi et al., 2001).
L'origine de l'adiponectine feetale n'est pas connue. Cependant, une origine placentaire est
possible puisque son expression a été retrouvée chez le rat et 'Homme (Caminos et al., 2005).
Les taux d'adiponectine dans la circulation fcetale sont plus importants que ceux de l'adulte et
sont positivement corrélés avec I'age gestationnel et le poids de naissance dans le cadre de
grossesses non pathologiques (Sivan et al., 2003 ; Kajantie et al., 2004). L'adiponectine est
fortement exprimée par les cellules endothéliales et il est possible que son action sur
la croissance feetale se réalise via un mécanisme pro-angiogénique (Pinar et al., 2008).
A l'inverse, d'autres études suggerent qu'elle induirait plutdt une diminution de la croissance
feetale puisqu'elle augmente I'apoptose des cellules placentaires (Benaitreau et al., 2009 ;
Jarvenpaa et al., 2009), mais aussi réduit, in utero, l'action de [l'insuline, en diminuant
I'expression des transporteurs de glucose GLUTS3 et celle des transporteurs d'acides aminés du
systeme A (Caminos et al., 2005 ; Jones et al., 2010a).

iii.  Les glucocorticoides

A Tinverse des hormones décrites précédemment, les glucocorticoides vont restreindre
la croissance du feetus. En effet, dans de nombreuses especes, lI'administration chez la mere ou
chez son feetus de glucocorticoides va conduire a une diminution du poids du feetus dont la
séverité va étre liée a l'intensité du traitement (Fowden et al., 1998). Les glucocorticoides sont
des molécules lipophiles qui sont capables de traverser facilement le placenta. C'est pourquoi
il existe a ce niveau une enzyme appelée 11B-hydroxystéroide déshydrogénase de type 2
(11B-HSD2) qui va inactiver en partie les glucocorticoides (le cortisol chez I'Homme et la
corticostérone chez les rongeurs), ce qui va réguler le niveau d'exposition du feetus a ces
hormones. Cependant, une partie des glucocorticoides maternels va pouvoir passer cette
barriere placentaire (Benediktsson et al., 1997). Chez le rat, l'inhibition de la 113-HSD2
diminue le poids de naissance (Lindsay et al., 1996a). Les glucocorticoides exercent aussi un

réle important sur le métabolisme du feetus. En effet, ils stimulent le stockage du glycogene
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dans le foie et le muscle feetal (Bloom et al., 2001) et diminuent la synthese protéique (Yajnik
et al., 1995). Cependant, il est également possible que l'action des glucocorticoides sur la
croissance feetale soit en partie liée a des modifications morpho-fonctionnelles placentaires.
En effet, dans de nombreuses especes, lI'administration de glucocorticoides de synthése en fin
de gestation diminue le poids du placenta. Ces traitements induisent une baisse de la
prolifération cellulaire et augmentent l'apoptose des cellules placentaires (Baisden et al.,
2007). lIs peuvent également affecter I'expression des transporteurs de glucose placentaire de
type GLUT. Cependant, cet effet semble étre dépendant de la dose et de la durée du
traitement. Ainsi, une exposition & court terme réduit I'expression des GLUT1 et GLUT3
placentaires, tandis qu'un traitement a plus long terme semble au contraire les augmenter
(Langdown et Sugden, 2001); (Lesage et al., 2002).
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I11. Les altérations de la croissance feetale

a) Petit poids de naissance et RCIU : définition et épidémiologie

Un petit poids de naissance est actuellement défini par un poids dont la valeur est
inférieure au 10°™ percentile, & la naissance, par rapport aux courbes de croissance feetale ou
encore par un poids inférieur a 2 500 g pour une naissance a terme. Cette définition est parfois
utilisée pour définir le retard de croissance intra-utérin (RCIU). Cependant, il est impératif de
faire la différence entre ces deux termes. En effet, jusque dans les années 1960, les données
concernant le RCIU englobaient de facon aberrante chaque naissance dont le poids était
inférieur a 2 500 g sans tenir compte de I'dge gestationnel. La notion de "petit pour I'age
gestationnel”, c'est & dire des enfants dont le poids est inférieur au 10°™ percentile en fonction
de I'age gestationnel est apparu plus tard (Battaglia et Lubchenco, 1967). Ainsi, la notion de
petit poids de naissance englobe a la fois les naissances présentant un RCIU et les naissances
d'enfants prématurés, c'est a dire nés avant la 37°™ semaine de grossesse (Figure 6). Le RCIU
est donc une notion plus dynamique qui implique que le feetus n'arrive pas a atteindre son
potentiel de croissance par rapport a ce qui est attendu et, qui se traduit par un ralentissement
voire un arrét de sa croissance in utero. Cependant, il est également nécessaire de faire
la distinction, parmi les enfants présentant un petit poids de naissance, entre un enfant qui est
constitutionnellement petit et qui a atteint son potentiel de croissance, et un autre enfant qui
lui présente une véritable restriction de sa croissance liée a un processus pathologique
impliquant des risques importants de complications a court et & long terme. Ainsi, 25 a 60 %
des enfants désignés comme petit pour leur age gestationnel ont en fait une croissance tout a
fait normale sans décrochage de la courbe de croissance (Manning et Hohler, 1991 ; Gardosi
et al., 1992). De méme, un nouveau-né peut également présenter un poids de naissance situé
entre les limites normales des courbes de référence mais avoir subi un ralentissement de
sa croissance. |l parait donc évident que la notion actuelle de poids de naissance inférieur a
2 500 g ou inférieur au 10°™ percentile ne permet pas de définir objectivement un réel RCIU.
Actuellement, les techniques de mesures cliniques ne permettent pas de faire la distinction
entre deux nouveau-nés ayant un poids de naissance identique mais ayant suivi des courbes de

croissance feetales différentes.
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Petit poids de naissance
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Figure 6 : Représentation schématique de la définition du petit poids de naissance.
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Figure 7 : Distribution géographique du RCIU. Adaptée de (Fishman et al., 2004).

-44 -



Introduction

Chez le nouveau-né a terme, on distingue deux types de RCIU dépendamment de
la période durant laquelle a eu lieu la perturbation de la croissance feetale (Platz et Newman,
2008). Le RCIU de type I, dit "harmonieux", touche environ 20 % des feetus présentant
un RCIU. Celui-ci a une origine gestationnelle précoce (avant 24-26 semaines d'aménorrhée)
et inclut des nouveau-nés symétriquement petits et dont les mesures biométriques de la téte,
du squelette et de l'abdomen sont affectées proportionnellement. Le RCIU de type II,
dit "disharmonieux", touche la majorité des naissances RCIU et possede une origine plus
tardive (aprés 30-32 semaines d'aménorrhée). Il induit une diminution des mesures de
la circonférence abdominale par rapport aux autres mesures biométriques. Ceci est di
principalement a une diminution des réserves énergétiques telles que le stockage du
glycogéne hépatique ou encore des dépbts de tissus adipeux. Ce type de RCIU est souvent
associé a une insuffisance utéro-placentaire et a une redistribution de la circulation feetale vers
les organes vitaux, tandis que le RCIU harmonieux serait associé a une réduction du nombre

total de cellules feetales.

L'incidence du RCIU a été étudiée au niveau mondial par différents organismes.
D'apres une étude de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) de 1995 ; 23,8 %
des nouveau-nés au niveau mondial sont touchés par un RCIU. Ce chiffre représente chaque
année prés de 30 millions de naissances dans le monde soit environ 70 000 cas par an
en France (OMS, 2010). Un rapport de 'TUNICEF de 2004 estime quant a lui que I'incidence
du RCIU toucherait environ 15 % des naissances mondiales. De plus, il est important de
signaler que les risques de développer un RCIU ne sont pas les mémes suivant la localisation
géographique (Figure 7). Ceux-ci sont faibles dans les régions développées comme en
Europe, en Amérique du Nord et dans le Pacifique Occidental, tandis qu'ils sont trés élevés
dans les pays d'Asie du Sud-Est. Cependant, il est important de noter que ces estimations
peuvent étre faussées du fait du manque important de données fiables dans de nombreuses
régions du monde notamment sur I'age gestationnel des nouveau-nés (Fishman et al., 2004).
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b) Diagnostic du RCIU

Les moyens actuels ne permettent pas un diagnostic précoce et fiable du RCIU.
En effet, comme nous I'avons vu précédemment, la seule mesure du poids de naissance n'est

pas suffisante pour déterminer si le feetus a subi ou non un RCIU.

i.  Examen physigue : mesure de la hauteur utérine

La mesure de la hauteur utérine est un examen utilisé en obstétrique qui permet
d'estimer la croissance du feetus au cours de la grossesse. Ce parametre consiste en la mesure
externe a l'aide d'un métre-ruban, de la distance entre la symphyse pubienne, c'est a dire de
l'articulation antérieure du bassin entre les os iliaques, et le fond utérin : la partie la plus haute
de l'utérus. Son calcul est simple puisque qu'il suffit de multiplier le mois de grossesse par un
facteur 4, ceci entre le 4°™ et le 7°™ mois. Puis & partir du 8°™ mois, il faudra soustraire le
chiffre 2 a la valeur obtenue précédemment (Belizan et al., 1978). Cependant, méme si elle est
faible, la mesure de la hauteur utérine n'est pas un indicateur fiable du RCIU puisqu'elle peut
étre également due a une erreur sur l'estimation de I'dge gestationnel ou encore a un
oligoamnios, c'est a dire une quantité de liquide amniotique insuffisante. Des études ont
estimé que cette technique n'est fiable que pour 41 a 86 % des cas dans la détection des
enfants petits pour leur age gestationnel. C'est pourquoi en cas de mesure anormale, une

échographie est généralement réalisée.

ii.  Mesure échographigue

Dans le cadre de la surveillance normale de la croissance feetale ou encore en cas de
suspicion d'un RCIU, la biométrie feetale par échographie est la technique la plus
performante. Dans les grossesses normales, c'est le plus souvent I'échographie réalisée a
32 semaines d'aménorrhée qui permet de détecter un RCIU cliniqguement méconnu, tandis que
dans les grossesses & haut risque, le RCIU sera recherché dés la 26°™ semaine d'aménorrhée.
Cependant, cette technique n'est pas sans défaut puisqu'elle est soumise a trois criteres
essentiels : une évaluation précise et exacte de I'age gestationnel, du poids feetal ainsi que
I'utilisation de courbes de croissance de référence fiables (Platz et Newman, 2008).
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Age gestationnel

L'estimation de I'dge gestationnel est un parametre important puisqu'il permettra de
savoir si la croissance d'un feetus est correcte par rapport aux courbes de référence. La mesure
de ce paraméetre ne pose généralement pas de probléme puisqu'il se mesure a partir de la date
des derniéres regles. En cas de doute, des mesures échographiques peuvent étre effectuées par
des mesures de la longueur feetale au cours du premier trimestre ou encore par la mesure du
périmetre cranien durant le second trimestre. Par contre, a partir du troisieme trimestre,
il devient plus difficile d'estimer I'dage gestationnel du fait de la variabilité normale de la
croissance des feetus.

Estimation du poids feetal

L'estimation du poids feetal s'effectue par échographie par la mesure de différents
parametres biométriques, comme la taille de la téte, le périmetre abdominal ou encore
la longueur du fémur chez le feetus (Hadlock et al., 1985). L'utilisation de ces parameétres
séparément n'est pas suffisamment fiable pour estimer le poids du feetus et généralement
ces parametres sont utilisés tous ensemble. Cependant, l'estimation du poids feetal n'est fiable
que pour des feetus dont le poids est compris entre 1 500 et 4 000 g. En effet, en dessous de
1500 g, les poids mesurés auront tendance a étre surestimés, tandis qu'a l'inverse, les poids
supérieurs a 4 000 g seront sous-estimés (Platz et Newman, 2008). Ces résultats suggerent que
les estimations actuelles du poids feetal ne tiennent pas compte dautres facteurs dont
I'importance apparait dans les cas extrémes d'altération du poids feetal. De plus, les erreurs
potentielles dans la prise des mesures biométriques peuvent étre nombreuses, ce qui peut
aboutir in fine a des erreurs d'estimation d'environ 25 % entre la masse réelle et celle prédite
(Manning et al., 1981).

Courbe de croissance de référence

Les estimations de I'4ge gestationnel et du poids feetal obtenues précédemment sont
utilisées ensemble pour déterminer la valeur du percentile auquel la croissance feetale
appartient, celles-ci permettront, dans le cadre de mesures successives, de détecter un éventuel
"décrochage" de la courbe de croissance et donc de diagnostiquer une anomalie de

la croissance feetale. Il existe plusieurs courbes de croissance de référence qui permettent de
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détecter ces croissances anormales. Cependant, le choix de la bonne courbe de croissance de
référence a utiliser est essentiel puisque celle-ci peut étre influencée par différents facteurs
notamment la taille de I'échantillonnage, les caractéristiques maternelles, la parité, ou encore
le sexe de I'enfant. Certaines courbes de croissance ont également inclus des données
provenant de poids de naissance d'enfants prématurés alors que leur croissance peut étre
potentiellement altérée. De méme, les grossesses multiples nécessitent des courbes de
croissances spécifiques. La premiere courbe de croissance utilisée est celle établie a Denver
par Lubchenco (Lubchenco et al., 1966). Bien que réalisée il y a 45 ans, cette courbe est
encore actuellement utilisée malgré son faible échantillonnage (n = 5635) et I'augmentation du
poids de naissance moyen observé depuis sa création. La courbe pédiatrique la plus utilisée en
France est la courbe de Leroy-Lefort (Leroy et Lefort, 1971) mais il existe aussi d'autres
courbes comme celle de Mamelle (Mamelle et al., 1996). Il est intéressant de noter que
le 3°™ percentile de la courbe de Leroy-Lefort se superpose presque parfaitement avec
le 10°™ percentile de la courbe de Lubchenco. Cette différence peut s'expliquer en partie par
le fait que la population étudiée par Lubchenco est établie a une altitude de 1 850 m, ce qui
pourrait induire une Iégére hypoxie feetale, diminuant potentiellement le poids de naissance
dans cette population. C'est pourquoi l'utilisation en clinique d'une courbe adaptée a
la population étudiée est d'une grande importance, avec une correction éventuelle a I'échelon
individuel liée au sexe, a l'ethnie, aux parametres maternels (IMC, taille, etc.) et obstétriques

(grossesse multiple, prématurité, parité, etc.).

Au final, le cumul possible d'erreurs lors des échographies peut aboutir a
la dégradation de la fiabilité du diagnostic d'un RCIU. Il existe également d'autres paramétres
échographiques qui peuvent étre utilisés pour détecter des altérations de croissance feetale
(Platz et Newman, 2008). Cependant, aucun d'entre eux n'est fiable a 100 %. Au final,
de nombreuses naissances présentant un RCIU échappent encore au diagnostic prénatal.

c) Prise en charge du RCIU

Une fois le diagnostic du RCIU effectué, la prise en charge passe essentiellement par
une surveillance intensive de la croissance fcetale puisqu'il n'existe pas de traitement
médicamenteux du RCIU. Le but étant de poursuivre l'accouchement au maximum pour éviter

une trop grande prématurité tout en limitant le risque de mortalité et de morbidité feetale.

-48 -



Introduction

Des mesures échographiques sont répétées toutes les 2 a 3 semaines afin d'évaluer la cinétique
du RCIU car c'est la cassure de la courbe de croissance qui doit étre identifiée plutét que
la position du poids feetal par rapport a un percentile minimal (Haute Autorité de Santé,
2009). L'appréciation de la sévérité du RCIU s'effectue en fonction du terme de survenue
(RCIU plus sévére s'il est précoce), de la biométrie (importance entre infléchissement ou arrét
de la croissance), du caractére harmonieux ou disharmonieux et de la vitalité du feetus. Apres
la 34°™ semaine d'aménorrhée, le déclenchement de I'accouchement peut étre effectué par
voie basse ou encore par césarienne si le maintien de la grossesse ne permet plus d'améliorer
de fagon significative la survie du nouveau-né. Une corticothérapie peut ainsi étre administrée
afin de limiter les complications néonatales liées & la prématurité jusqu'a la 36°™ semaine

d'aménorrhée.

L'analyse du rythme cardiaque feetal constitue actuellement la méthode de référence
utilisée pour décider du meilleur moment pour extraire un feetus RCIU. Le score biophysique
de Manning peut également étre calculé. Ce score consiste en la recherche de la présence de
différents parametres comme la quantité de liquide amniotique, les mouvements respiratoires,

le rythme cardiaque feetal, le tonus et les mouvements feetaux.

Ces grossesses vont également étre suivies par des examens doppler (Mari et Picconi,
2008). Le doppler utérin consiste a explorer les artéres utérines droite et gauche. La mise en
évidence d'un index de résistance élevé est un facteur de mauvais pronostic périnatal car
il ttmoigne de perturbations des échanges materno-feetaux. Un doppler de l'artere ombilicale
peut étre également effectué afin de distinguer les véritables cas de RCIU qui nécessitent
une surveillance étroite, des feetus constitutionnellement petits auxquels le doppler ombilical
sera normal et dont la surveillance pourra étre allégée. Lors d'une hypoxie chronique, le feetus
redistribue son débit sanguin pour privilégier les organes les plus importants comme
le cerveau, aux dépens du reste du corps. C'est pourquoi une mesure doppler au niveau de
I'artere cérébrale moyenne peut étre réalisée afin de détecter une diminution de l'indice de
résistance de cette artére. On peut également confronter l'indice de l'artére cérébrale moyenne
a celui de l'artere ombilicale dans ce que I'on appelle l'index cérébro-placentaire. Lors d'un
RCIU, on observe une inversion de cet index en raison de la diminution de l'indice de
résistance de l'artére cérébrale et de l'augmentation de l'indice de résistance de l'artere

ombilicale.
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Tableau 4 : Incidence du statut nutritionnel maternel sur le développement du RCIU.
Adapté de (Fishman et al., 2004).

Parametres féminins avant grossesse Parametres & la parturition
- IMC @ de % de @ % de RCIU % de mortalité
Région N . N . .
15 a 44 ans avec un % de attribuable a néonatale attribuable

(kg/m2) IMC < 20 kg/m? RCIU IMC < 20 kg/m? au RCIU
Afrique 21,7 34,5 9,9 215 331
Amérique du nord 25.0 22,3 2,5 15,1 111
Amérique du sud 248 13,7 6,7 9,8 25.0
Europe 24,3 17,5 2,5 12,4 11,2
Méditérranée orientale 234 28,5 8,1 18,2 274
Pacifique occidental 22.0 31,4 2,6 20.0 115
Asie du sud-est 20,9 38,8 135 22,9 35,8
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d) Etiologie du RCIU

Les origines du RCIU sont multiples et peuvent avoir une cause fcetale, maternelle ou
placentaire (Saenger et al., 2007). Cependant, dans 30 % des cas, les causes de ce retard

restent inconnues.

i.  Origines maternelles

Statut nutritionnel maternel

Dans les pays en voie de développement, la dénutrition calorique maternelle ainsi que
la malnutrition sont a l'origine d'une part importante de la survenue d'un RCIU (Tableau 4).
L'influence de la nutrition maternelle sur le développement feetal est complexe et dépend de
I'age gestationnel durant lequel a lieu la malnutrition. En effet, une dénutrition avant
la 26°™ semaine de gestation semble aboutir & un RCIU harmonieux, tandis qu'au dela de ce
stade, on observe un RCIU disharmonieux. Le statut socio-économique de la mere
a également été démontré comme facteur de risque de la survenue du RCIU. Cependant, il est
possible que cet effet soit lié¢, du moins en partie, au statut nutritionnel maternel (Wilcox et
al., 1995 ; Hendrix et Berghella, 2008). Il est également important de noter que la dénutrition
n'est pas seulement due a une restriction alimentaire mais aussi du fait de nausées et
vomissements importants qui peuvent persister au-dela du 1* trimestre (Snell et al., 1998).
De méme, comme il a été indiqué précédemment la grossesse chez des adolescentes va
entrainer une compétition énergétique entre la mere et son enfant résultant en une incidence
accrue d'apparition d'un RCIU (King, 2003). L'impact du statut nutritionnel maternel est donc
particulierement plus important et pourrait agir fortement sur les mécanismes épigénétiques et
hormonaux régulant la croissance feetale, mais aussi sur le développement et

le fonctionnement du placenta (Belkacemi et al., 2010).

Atteintes toxiques

Le tabagisme est un facteur de risque important du RCIU. L'incidence du tabagisme
sur le RCIU est liée a sa fréquence et a son intensité, il est de 17,7 % chez les femmes fumant
durant toute la grossesse (Haute Autorité de Santé, 2009). De plus, les effets néfastes du tabac
peuvent également étre liés a un tabagisme passif (Geary et al., 1997). Ainsi, il est estimé que

-51-



Introduction

le tabagisme réduit le poids de naissance de 13 g par cigarette fumée par jour (Anderson et
al., 1984). En France, on estime que 37 % des femmes sont fumeuses avant leur grossesse, et
que 20 a 28 % d'entre-elles continuent de fumer durant une partie ou la totalité de leur
grossesse (Haute Autorité de Santé, 2009).

La consommation d'alcool est également un facteur de risque de survenue du RCIU
dautant plus qu'il est souvent associé a une consommation d'autres toxiques et
a un environnement socio-économique défavorable. Les risques pour le feetus sont importants
puisqu'ils peuvent entrainer un syndrome d'alcoolisme feetal dont les consequences
neurologiques et développementales sont importantes. En France, entre 700 a 3 000
naissances étaient concernées par ce syndrome en 2001, environ 23 % des femmes déclarent
avoir consommé de l'alcool durant le 3°™ trimestre de leur grossesse (Haute Autorité de
Santé, 2009). Ceci est d'autant plus alarmant qu'une étude a montré que la consommation d'un
a deux verres de boisson alcoolisée par jour a une incidence notable sur le poids de naissance

sans pour autant entrainer un syndrome d‘alcoolisme feetale a la naissance (Mills et al., 1984).

Enfin, la consommation de drogues par la mere est également responsable d'un RCIU.
De plus, la consommation de drogues est fréeqguemment accompagnée d'une consommation de
tabac, d'alcool et d'une alimentation souvent négligée. Il est estimé que I'utilisation de cocaine
et d'héroine ont une incidence respective de 30 et 50 % sur la survenue du RCIU (Naeye et
al., 1973); (Fulroth et al., 1989). Bien que peu fréquentes, ces grossesses sont a risque car
souvent associées a une naissance prématurée des enfants et a un syndrome de sevrage du

nouveau-né.

Pré-éclampsie

La pré-éclampsie est une pathologie qui apparait dans la seconde moitié de
la grossesse et qui est caractérisée par une hypertension artérielle combinée a une protéinurie.
Sa prévalence est estimée entre 5 a 6 % des grossesses (James et Nelson-Piercy, 2004).
La pré-éclampsie va étre a l'origine d'une augmentation de la résistance au niveau de l'artere
utérine entrainant une diminution du flux sanguin placentaire et des échanges feeto-maternels.
Ces altérations augmentent le risque de RCIU qui touche environ 30 % des grossesses
pré-éclamptiques (Haute Autorité de Santé, 2009).
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Pathologie maternelle et autres

L'hypertension artérielle maternelle, qu'elle soit préexistante ou gravidique, va avoir
une incidence sur le développement feetal. Leur prévalence est estimée respectivement a
0,4 % et 7 % des grossesses (Haute Autorité de Santé, 2009). Les deux principaux risques
foetaux liés a I'hypertension artérielle maternelle sont un accouchement prématuré dans 12 a
34 % des cas et un RCIU dans 8 a 15 % des cas. Bien que plus rare, la présence d'une
néphropathie chronique antérieure a la grossesse va également étre responsable d'un RCIU
dans 25 % des cas dans le cadre d'une néphropathie Iégere (grade 1) et peut atteindre 90 % si
la meére est dialysée (Haute Autorité de Sante, 2009). Enfin, le nombre de femmes enceintes
en age de procréer ayant eu recours a la chirurgie bariatrique, dans le but de perdre du poids,
a augmenté de maniére trés significative au cours des dernieres années. L'incidence de ces
chirurgies de type : anneau gastrique ou encore dérivation gastrique, reste encore peu étudié
mais semble cependant diminuer le poids de naissance (Granstrom et al., 1990 ; Santulli et
al., 2010).

ii. Origines feetales

Aberrations chromosomigues, génétiques et malformations

Ces aberrations constitueraient 5 & 20 % des origines du RCIU (Hendrix et Berghella,
2008). On retrouve dans cette catégorie de nombreuses pathologies comme les trisomies 21,
18 et 13, les délétions chromosomiques partielles comme le syndrome du "cri du chat" ou
encore la perte totale dun chromosome sexuel dans le syndrome de Turner.
Des polymorphismes génétiques peuvent également avoir une incidence sur le RCIU comme
par exemple la mutation C-1306T du gene de la métalloprotéinase matricielle MMP2
(Gremlich et al., 2007), ou encore le polymorphisme rs2297660 du géne de la low-density
lipoprotein receptor-related protein 8 (Wang et al., 2006). Les malformations congénitales
sans altérations génétiques connues, comme les malformations cardiaques par exemple,

sont également associées au RCIU (Khoury et al., 1988).
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Pathologies infectieuses

Les pathologies infectieuses sont responsables de plus de 10 % des cas de RCIU aux
Etats-Unis (Hendrix et Berghella, 2008). Les principales pathologies sont regroupées sous
I'acronyme "TORCH" pour Toxoplasmosis, Other (Syphilis), Rubella, Cytomegalovirus and
Herpes. Dans les pays en voie de développement, le paludisme est responsable d'un RCIU
chez 8 & 14 % des cas, principalement via une diminution de la capacité du placenta a
répondre aux besoins nutritionnels du feetus (Sullivan et al., 1999); (Umbers et al., 2011).

Grossesses multiples

Les grossesses multiples sont responsables d'environ 3 % des cas de RCIU. Ce chiffre
est en constante augmentation du fait du développement croissant des procréations
médicalement assistées (Hendrix et Berghella, 2008). Dans le monde, les grossesses
gémellaires monozygotes ont une fréquence de 3 a 5 %o, tandis que celles dizygotes ont
une incidence comprise entre 2 % et 5 %o suivant l'ethnie, I'dge maternel et la parité. Dans le
cadre d'une grossesse gémellaire, le foetus diminue sa croissance aux environs de la 28°™
semaine d'aménorrhée. Ce phénomene serait en partie d0 a la contrainte maternelle.
C'est pourquoi l'incidence du RCIU est de 14 a 25 % pour des jumeaux et de 50 a 60 % pour
des triplets (Haute Autorité de Santé, 2009).

iii.  Origines placentaires

Les origines placentaires du RCIU sont multiples et sont fortement liées a sa capacité a
fournir au feetus des quantités adéquates en oxygene et en nutriments. Plusieurs études ont
montré une diminution de la densité vasculaire dans les placentas d'enfants RCIU, ce qui
suggeére une angiogenese placentaire anormale en cas de RCIU (Chen et al., 2002); (Mayhew
et al., 2004). Les causes exactes de ce dysfonctionnement ne sont pas connues mais semble
impliquer des facteurs angiogeniques. En effet, I'expression du VEGF-A, un facteur
pro-angiogénique, est diminuée dans les villosités placentaires d'enfants RCIU, tandis que
I'expression de facteurs anti-angiogéniques tels que le VEGFR-1 est soit augmentée, soit
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diminuée selon les cas (Regnault et al., 2003 ; Arroyo et Winn, 2008). Le placenta peut
également subir des infarctus dont les conséquences pathologiques sont plus ou moins graves
suivant sa localisation et qui peuvent conduire a une ischémie par l'occlusion d'une partie de
la circulation utéro-placentaire (Hendrix et Berghella, 2008). On peut également noter qu'une
mauvaise implantation placentaire (placenta preevia) ou encore I'existence d'une seule artere

ombilicale peuvent étre des facteurs de risque du RCIU (Raio et al., 2003).

e) Conséguences a court terme du RCIU

Le RCIU est a I’origine de complications a court terme sur le développement du
nouveau-né mais aussi a plus long terme sur son état de santé, ce qui en fait un enjeu de santé
publique majeur (Figure 8). Les complications immédiates du RCIU sont sévéres. En effet,
52 % des enfants décédés de facon inexpliqués in utero présentent un RCIU (Fregen et al.,
2004). Il est aussi corrélé avec une augmentation de la mortalité périnatale dont il représente
la 3°™ cause avec 10 % des décés dans les pays développés aprés les pathologies liées aux
malformations et a la prématurité (Mclntire et al., 1999 ; Friedlander et al., 2003 ; Richardus
et al., 2003). Le RCIU est associé a des risques de morbidité néonatale comme l'asphyxie
périnatale, signe de souffrance feetale lors de I'accouchement, mais aussi de complications
comme l'inhalation méconiale, une polyglobulie, des hypoglycémies, des hypocalcémies et
des hypothermies (Kramer et al., 1990 ; Rosenberg, 2008). A ces complications peuvent
également s'ajouter celles retrouvées chez le nouveau-né prématuré, si l'accouchement a eu
lieu avant la 37°™ semaine d'aménorrhée, comme les hémorragies cérébrales par exemple. Par
la suite, des complications respiratoires et infectieuses peuvent survenir du fait de
I'affaiblissement de leur systéme immunitaire. A un &ge plus avancé, certains de ces enfants
présentent un quotient intellectuel plus bas ainsi que des retards cognitifs tels que des troubles
de la parole et du langage (Broekman et al., 2009 ; de Bie et al., 2010). Enfin, le RCIU est
associé au développement d'autres pathologies chroniques a I'age l'adulte et qui vont étre

détaillées dans la partie suivante.
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Figure 8 : Représentation schématique des différents facteurs et altérations aboutissant
a un RCIU et leurs conséquences a court et long terme. Image du feetus avec son placenta
réalisée grace a Servier Medical Art.
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f) Conséquences a long terme du RCIU

Durant les derniéres décennies, de nombreuses études épidémiologiques ont pu mettre
en évidence qu'une altération de la croissance d'un feetus, peut avoir des conséquences tout au
long de sa vie future (Figure 9) notamment dans le développement de pathologies regroupées
sous le terme de syndrome métabolique comme le diabéte de type 2, I'hypertension artérielle
ou encore l'obésité. Les premieres études, montrant les conséquences du RCIU sur le
développement de pathologies chroniques a I'dge adulte, ont débuté il y a une vingtaine
d'années. Une premiere étude a permis de mettre en évidence une corrélation inverse entre un
petit poids de naissance et le développement d'une hypertension artérielle a I'age de 36 ans
(Wadsworth et al., 1985). Cette corrélation fut ensuite confirmée par I'épidémiologiste David
Barker, qui a également montré l'incidence du poids de naissance sur la pression artérielle
d'individus agés de 10 et 36 ans, suggérant ainsi que la survenue de cette pathologie pourrait
étre en lien avec un environnement intra-utérin délétere (Barker et al., 1989). Une autre étude
a ensuite montré qu'une diminution du poids de naissance de 3 400 g a 2 500 g va induire une
augmentation de la pression artérielle de 11 mmHg et que le poids du placenta est également
inversement corrélé avec la pression artérielle (Barker et al., 1990). Par la suite, le concept de
programmation feetale de pathologies chroniques a I'age adulte a été étendu au développement
du diabete de type 2. En effet, une étude réalisée au Royaume-Uni a montré que 40 % des
personnes possédant un poids de naissance inférieur a 2 500 g seront plus vulnérables au
développement de problémes de tolérance au glucose et/ou au développement d'un diabéte de
type 2 (Hales et al., 1991). Ces données furent également largement confirmées par d'autres
études (Phipps et al., 1993 ; Rich-Edwards et al., 1999 ; Kyle et Pichard, 2006). Enfin,
il semble que le poids de naissance a également une influence sur la morphologie a I'age
adulte. En effet, le poids de naissance est positivement corrélé avec la taille, le poids et I''MC
de l'individu a I'dge adulte (Figure 10) (Segrensen et al., 1999 ; Loos et al., 2001 ; Loos et al.,
2002). Cependant, en dépit de leur plus faible IMC, les individus présentant un poids de
naissance plus petit ont tendance a présenter une masse musculaire réduite associée avec une

adiposité abdominale et corporelle plus importante (Singhal et al., 2003).
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Figure 10 : Diagramme en boite & moustache représentant la distribution de I'IMC chez
des hommes de plus de 40 ans en fonction de leur poids de naissance. Les parties
supérieures de la boite et du segment correspondent respectivement au 757" et
95°™ percentile, tandis que les parties inférieures correspondent respectivement au 25°™ et
5°™ percentile. Adaptée de (Curhan et al., 1996).
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De ce constat est née I'hypothese du phénotype d'épargne ou "thrifty phenotype" selon
laquelle unenvironnement délétére in utero aboutissant a un RCIU va conduire a
une programmation métabolique et endocrinienne du feetus lui permettant de se développer et
de survivre dans ces conditions particuliéres. Ce phénomene va cependant avoir des effets
déléteres a long terme lorsque l'organisme sera confronté a un environnement plus favorable
et conduire au développement du syndrome métabolique (Hales et Barker, 1992).
Les mécanismes potentiels aboutissant au développement de ces pathologies chroniques a
I'age adultes seront discutés par la suite.
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g) Mécanismes intervenant dans la programmation feetale

Les mécanismes intervenant dans cette programmation sont peu connus, multiples et
vont toucher différents organes (Figure 11). Il a ainsi été suggéré que les organes sont
assujettis a une certaine plasticité durant leur développement et leur maturation. Ainsi,
des conditions de croissance feetale délétére vont affecter le développement des organes afin
d'assurer la survie du feetus a court terme. Cependant, cette plasticité va aboutir a des
dysfonctionnements de ces organes a I'age adulte lorsque les conditions de vie seront plus
favorables. Dans cette partie, je vais prendre principalement pour exemple la programmation
du pancréas pour expliquer deux des principaux mécanismes qui ont été décris a ce jour.
Comme nous l'avons vu précédemment, les mécanismes épigénétiques vont avoir un réle
important dans la croissance feetale et des études ont montré que les feetus atteints de RCIU
ont un profil épigénétique modifié (Einstein et al., 2010). Les effets phénotypiques de ces
modifications épigénétiques ne sont pas délétéres a court terme car elles vont favoriser la
viabilité du feetus. Cependant, ces effets peuvent étre délétéres lorsque ces modifications
épigénétiques ne permettent plus une réponse normale a des stimuli environnementaux
comme une alimentation riche en graisse par exemple. Ainsi, il a été démontré chez 'Homme
que des dérégulations de la méthylation au niveau de promoteurs géniques, dans des cellules
souches obtenues a la naissance, sont corrélées avec l'adiposité d'enfants agés de 9 ans
(Godfrey et al., 2011). De méme, il a été montré dans un modéle de ligature des arteres
utérines durant la gestation, des modulations de la méthylation de génes pancréatiques connus
pour étre impliqués dans I'étiologie du diabete de type 2 (Thompson et al., 2010).

D'autres études ont permis de mettre en évidence un role des glucocorticoides dans
le RCIU et dans les mécanismes intervenant dans la programmation feetale des pathologies de
l'adulte (Edwards et al., 1993 ; Cottrell et Seckl, 2009). Une exposition du feetus a des taux
importants de glucorticoides va induire un petit poids de naissance et est associée a
une tolérance au glucose réduite et a une hypertension artérielle (Edwards et al., 1993 ;
Lindsay et al., 1996b ; Lesage et al., 2001). Des études ont permis de montrer que les
progeénitures provenant de grossesses avec un RCIU ont une hypercortisolémie plasmatique et
urinaire persistante ainsi qu'une stimulation de la sécrétion de cortisol plus importante aprés
stimulation de l'axe corticotrope durant I'enfance et a I'age adulte (Clark et al., 1996 ; Levitt et
al., 2000). Par la suite, il a été démontré que ces taux élevés de glucocorticoides sont
responsables d'une diminution du nombre de cellules B-pancréatiques (Blondeau et al., 2001).
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En effet, les glucocorticoides sont impliqués dans l'inhibition de facteurs de croissance,
comme le pancreatic and duodenal homeobox 1 (Pdx-1), au niveau des cellules précurseurs
des cellules B-pancréatiques, ce qui va réduire leur nombre dans les pancréas des nouveau-nés
RCIU (Dumortier et al., 2007). Ces résultats ont été confirmés grace a des études génétiques
démontrant que la suppression du récepteur aux glucocorticoides de type 2 (ou GR) au niveau
des cellules précurseurs du pancréas, induit une augmentation de la quantité de cellules
B-pancréatiques (Gesina et al., 2004 ; Valtat et al., 2011).

Tableau 5 : Conséquences a long terme de la famine d'Amsterdam. Adapté de (Kyle et
Pichard, 2006).

Famine d'’Amsterdam Famine chinoise
Exposition durant la gestation Exposition
Début Milieu Fin Durant la gestation

Intolérance au glucose X X X
Obésité X X
Pathologie cardiovasculaire X X

Profil lipidique athérogénique X X
Hypertension X X
Microalbuminémie X

Schizophrénie X X
Désordre affectif X
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IV. Les modeéles nutritionnels utilisés dans |'étude du RCIU et de la
programmation feetale.

Afin de mieux comprendre les mécanismes intervenant dans la mise en place du RCIU
et dans le développement de ses conséquences a court et long termes, les laboratoires ont
développé de nombreux modeles d'études du RCIU chez différentes espéces comme les
rongeurs, la brebis ou encore le cobaye. Ces modeles consistent en I'induction d'un "stress"
chez la mére gestante résultant en une restriction de la croissance du feetus. Différentes
interventions stressantes sont utilisées en recherche. On peut ainsi trouver des modeles
chirurgicaux de ligature des artéres utérines, ce qui induit une réduction de l'afflux sanguin
maternel vers le feetus et va réduire les échanges feeto-placentaires (Nusken et al., 2008). Il
existe également des modeles pharmacologiques comme l'administration de glucocorticoides
de synthése comme la déxamethasone (Harris et Seckl, 2011). Enfin, différents modéles de
manipulations alimentaires comme la restriction calorique, les carences en macronutriments
(protéines, lipides, etc.) ou encore en micronutriments sont utilisées. Dans cette partie, je me
focaliserai volontairement sur les modeles impliquant des altérations au niveau nutritionel de
la mére et/ou du feetus. L'ensemble de ces modeéles sont basés sur des données
épidémiologiques concernant la grande famine d'Amsterdam qui a touché les Pays-Bas durant
I'hiver 1944-1945 ou encore la famine en Chine de 1949 a 1951.

a) Dénutrition et famine : données épidémiologiques

Les principales études épidémiologiques concernant les famines d'Amsterdam et
chinoise sont primordiales dans la compréhensions des conséquences a long terme d'une
dénutrition maternelle. 1l est trés intéréssant de constater que ces études menées sur des
populations issues d'ethnies différentes donnent des résultats similaires (Tableau 5). La
famine d'Amsterdam a duré 5 mois, ce qui a permis de mettre en évidence I'importance de la
fenétre d'exposition de la dénutrition sur les conséquences de la programmation feetale
(Tableau 5). Lorsque I'exposition a la famine a eu lieu en milieu ou en fin de gestation, les
individus présentent un poids et une taille & la naissance réduits, un poids placentaire diminué
et une tolérance au glucose réduite a I'age adulte (Stein et Susser, 1975 ; Ravelli et al., 1998 ;
Li et al., 2010). Il semble également que la dénutrition maternelle ait des conséquences sur
l'obésité. Cependant, les études chinoises et néerlandaises montrent toutes les deux un
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dimorphisme sexuel. En effet, on observe une augmentation de I'MC aprés I'dge de 50 ans
chez la femme mais pas chez I'nomme (Ravelli et al., 1999 ; Wang et al., 2010). La sous-
nutrition maternelle prénatale est également liée a une augmentation du risque d'hypertension
artérielle et de pathologies cardiovasculaires. Cependant, il semblerait que ce risque soit
augmenté lorsque la dénutrition n'a eu lieu qu'en début de gestation et qu'elle est suivie par un
retour a une alimentation normale (Roseboom et al., 1999 ; Roseboom et al., 2000b). Cet
auteur a également pu mettre en évidence un profil athérogénique délétére chez la
descendance de femmes gestantes dénutries sans pour autant que leur poids de naissance soit
modulé (Roseboom et al., 2000a). La restriction calorique augmente également le risque de
développer un syndrome métabolique (Li et al., 2011b). Bien qu'initialement décrit pour
des pathologies métaboliques, le lien entre la restriction calorique in utero et le
développement de pathologies neurodéveloppementales comme la schizophrénie a également
éte décrit dans ces 2 famines (Hoek et al., 1998 ; St Clair et al., 2005).

A ce niveau, il est intéressant de noter que d'autres données épidémiologiques
provenant de la famine de Stalingrad n'ont pas réussi a montrer un lien clair entre
la dénutrition prénatale et le développement d'une intolérance au glucose, une dyslipidémie,
une hypertension ou encore de pathologies cardiovasculaires a I'dage adulte (Stanner et al.,
1997). Cependant, cette famine a duré 28 mois et donc les personnes utilisées dans cette étude
ont subi une dénutrition a la fois in utero et durant la petite enfance. Cette étude associée aux
données montrant I'impact de la restriction calorique uniquement durant le début de gestation,
met en évidence l'effet délétere du phénotype d'épargne et donc I'importance d'un rattrapage
de la courbe de croissance pré- et postnatale, encore appelé "catch-up growth", sur la
programmation de ces pathologies. Ces données semblent également étre confortées par des
études relatives a la famine chinoise qui ont montré une plus forte incidence du
développement du syndrome métabolique lorsque la descendance dénutrie in utero, s'est
nourrie avec un régime plus riche de type "occidental” durant I'age adulte (Li et al., 2010 ; Li
et al., 2011b).

-64 -



Introduction

b) Impact de la dénutrition sur le developpement feeto-placentaire

Dans cette these, je me suis intéréssé a 2 différents modéles de dénutrition calorique
maternelle durant la gestation chez le rat. Le premier appelé "modéle FR30" consiste en une
réduction drastique de 70 % de la ration alimentaire maternelle quotidienne durant les
3 semaines de gestation. Le second se résume en une diminution de 50 % de la ration
alimentaire uniquement durant la derniére semaine de gestation uniquement "modele FR50".
Bien que relativement similaire, ces 2 modeles ont des conséquences distinctes sur le
développement feeto-placentaire. En effet, I'impact de la dénutrition dépend de la période, de
la durée et de l'intensité de I'exposition. D'aprés les études provenant de la famine
d'Amsterdam, les femmes sujettes a une dénutrition durant le dernier trimestre de la gestation
vont donner naissance a des nouveau-nés avec des poids de naissance et placentaire réduits.
Cependant, le ratio poids feetal sur poids placentaire, un indicateur d'efficacité placentaire,
n'est pas altéré. A l'inverse, la dénutrition durant le premier trimestre de gestation augmente le
poids du placenta a la naissance, sans pour autant modifier le poids de naissance (Lumey,
1998). Ce résultat suggere que le placenta est capable de s'adapter a un environnement pauvre
en nutriments afin d'assurer au maximum la croissance du feetus. Cependant, ces effets sur le
poids placentaire et feetal seront irréversibles lorsque la dénutrition coincide avec la période
durant laquelle la croissance feetale est maximale. Le poids du placenta est un mauvais
indicateur de la fonction placentaire. C'est pourquoi, différentes études se sont donc
intéressées a I'histo-morphologie placentaire puisque des changements au niveau des surfaces
d'échanges feeto-placentaires peuvent avoir une forte incidence sur la croissance feetale
(Sibley et al., 1997). Chez I'Homme, la restriction calorique réduit l'aire de la surface
d'échange dans les villosités placentaires. Ces résultats ont été retrouvés chez le cobaye
auquel une dénutrition légére durant la gestation réduit la surface d'échange et augmente de
40 % I'épaisseur de la barriére feeto-placentaire. L'ensemble de ces modifications a pour
conséquences de diminuer les échanges feeto-maternels (Roberts et al., 2001). D'autres études
ont montré chez le rat, une augmentation de l'apoptose dans certaines zones placentaires
comme le trophospongium et le labyrinthe dans le cadre d'une dénutrition calorique
maternelle (Belkacemi et al., 2009 ; Belkacemi et al., 2011).

La dénutrition maternelle va également affecter I'expression et lefficacité
des transporteurs de nutriments qui participent aux échanges feeto-maternels. 1l a,

par exemple, été montré qu'une dénutrition de 50 % en fin de gestation chez le rat va diminuer
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I'expression du transporteur de glucose GLUT3 (Lesage et al., 2002). Cependant, ces études
sont plutét limitées car la plupart dentre elles s'intéressent plutét a I'expression
des transporteurs de nutriments dans le placenta RCIU chez I'Homme sans qu'il y ait
forcément un lien décrit avec la dénutrition. Comme nous l'avons vu précédemment,
une exposition aux glucocorticoides diminue la croissance feetale. Or la restriction calorique
est vécue comme unstress a la fois chez I'Homme et chez le rat, ce qui augmente les
glucocorticoides circulants maternels et ainsi contribue a I'impact de la dénutrition maternelle
sur la croissance fcetale (Fichter et Pirke, 1986 ; Belda et al., 2005). Le placenta va alors avoir
un réle prépondérant en limitant le passage des glucocorticoides maternels vers le feetus,
grace a l'action de la 11B-HSD2 qui agit comme une barriére en inactivant la corticostérone
ou le cortisol en 11-dehydrocorticostérone et cortisone respectivement (Seckl, 1993).
Cependant, il a été démontré que la dénutrition maternelle diminue I'expression de la
11B-HSD2 placentaire en milieu de gestation chez la brebis et & terme chez le rat (Whorwood
et al., 2001); (Lesage et al., 2001), ce qui va contribuer au développement du RCIU. Cet effet
sera dailleurs amplifié par I'action des glucocorticoides sur le placenta, qui va diminuer, de
facon dose dépendante, l'expression de ses transporteurs GLUT1 et GLUT3 (Hahn et al.,
1999).

c) Autres modeles d'altération nutritionelle

Un certain nombre de modeles animaux ont été développés au cours des dernieres
années pour altérer la croissance du feetus et étudier les mécanismes de la programmation
foetale. Les modéles les plus représentés concernent des modeles de malnutrition maternelle
durant la gestation. Ces modéles ne sont pas a confondre avec les modéles de dénutrition
calorique décrit précédemment puisqu'ils impliquent soit une carence soit a l'inverse une
surabondance ciblées sur certains macronutriments (lipides, protéines, ...) ou certains
micronutriment comme le fer par exemple. Ces modéles sont extrémement intéressants
puisque la malnutrition maternelle durant la gestation chez I'Homme est un probléeme
important dans les pays en voie de développement. Parmi ceux-ci, le modele de restriction
protéique de 8 % au lieu de 20 % est l'un des plus utilisés. Chez le rat, ce modéle
"low protein™ diminue le poids de naissance a terme sans altérer la masse du placenta (Snoeck

et al., 1990). Malgré cette altération de croissance fcetale observée, ces animaux ne présentent
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pas un spectre d'altérations physiologiques aussi marqué que celles observées dans les études
épidémiologiques. En effet, ces animaux présente une masse corporelle similaire voire
Iégérement réduite tout au long de leurs vies ainsi qu'une diminution peu marquée de la prise
alimentaire (Ozanne et al., 1999 ; Petry et al., 2000 ; Rees et al., 2006). La progéniture du
groupe "low protein" présente des altérations métaboliques. En effet, il a été montré que ces
animaux ont une masse de cellules B-pancréatiques réduite qui s'explique en partie par une
prolifération moins importante lors du développement de cet organe, une augmentation de
I'apoptose, une augmentation du stress oxydatif et par des altérations mitochondriales (Petrik
et al., 1999 ; Theys et al., 2009a ; Theys et al., 2009b). Cependant, ces animaux a I'age de
3 mois ne développent pas de résistance a I'insuline mais plutdt une sensibilité a I'insuline plus
importante, ce qui conduit a une diminution de la sécrétion de cette hormone (Theys et al.,
2009a). Enfin, une étude a montré que ces animaux "low protein™ ont une espérance de vie
fortement réduite (Ozanne et Hales, 2004). Lorsque le régime "low protein™ perdure jusqu'au
sevrage et que les progénitures sont ensuite nourries avec un régime riche en graisses, ceux-ci
vont avoir une tolérance au glucose moins importante (Wilson et Hughes, 1997). De méme,
un régime "low protein" induit durant la gestation chez des souris a permis de mettre en

évidence une prédisposition a I'nypertension artérielle (Bol et al., 2010).

D'autres laboratoires utilisent des modéles de malnutrition induite par un régime
alimentaire riche en lipides. Ces études ont ainsi permis de montrer que ce type d'alimentation
peut avoir un impact important sur le développement feeto-placentaire. Il a ainsi été montré
que ce régime induit une augmentation de la masse placentaire en milieu de gestation chez la
souris ainsi qu'une expression différentielle de certains génes placentaires soumis a une
empreinte parentale et potentiellement impliquées dans la croissance fceto-placentaire
(Gallou-Kabani et al., 2010). Ce type de régime va également avoir des conséquences plus
directes sur le feetus. Il a ainsi été montré une accumulation importante de triglycérides
hépatiques pouvant conduire au développement d'une stéatose hépatique non alcoolique chez
ces feetus a terme ainsi qu'a une augmentation de la prolifération de neurones
hypothalamiques impliqués dans la régulation de la prise alimentaire, augmentant ainsi le
risque d'obésité a I'age adulte (Chang et al., 2008 ; McCurdy et al., 2009).

Bien qu'utiliser de facon plus disparate, d'autres modéles de carence en certains

micronutriments durant la gestation ont été décrit dans la litérature. Il existe notamment des
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modéles de carence maternelle en fer chez le rat, qui induisent un RCIU ainsi que la
programmation d'une hypertension maternelle chez la progéniture a I'dge de 3 mois
(Gambling et al.,, 2002 ; Lewis et al., 2002). Chez I'Homme, [l'importance d'une
supplémentation en vitamine C et en folate (vitamine B9) a également été montré pour avoir
un impact positif sur le développement feetale et sur son poids a la naissance (Mathews et al.,
1999 ; Fall et al., 2003 ; Talaulikar et Arulkumaran, 2011). Cependant, I'impact d'une
deficience en ces micronutriments sur le concept de programmation feetale n'est pas encore

clairement établie.

Comme dans les pays occidentaux, le RCIU est principalement causé par une
insuffisance placentaire, des laboratoires ont développé un modéle de ligature bilatérale de
I'artere utérine durant la derniere semaine de gestation chez le rat (Wigglesworth, 1964). Ce
modele a largement été utilisé pour étudier les conséquences du RCIU sur le concept de
programmation feetale. L'apparition de nombreuses concéquences au niveau du métabolisme
glucidique ont été rapportée dans ce modele (Simmons et al., 2001 ; Styrud et al., 2005).
Cependant, une méta-analyse récente a permis de montrer de nombreux biais expérimentaux
dans ce type de modele. En effet, ce modéle ne semble pas avoir d'incidences sur le poids de
naissance mais semble seulement diminuer le nombre de feetus par portée (Neitzke et al.,
2008). De méme, les perturbations métaboliques induitent ne sont pas clairement établies
puisque des dysfonctions au niveau du métabolisme lipidique ont été rapportées a la fois chez
la descendance des meres ligaturés et celle des méres opérées sans ligature (groupe "sham')
(Neitzke et al., 2008).
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I.  Objectif

Etant & l'interface entre I'noméostasie maternelle et feetale, le placenta joue un role
important dans le développement feetal et constitue une cible importante dans I'étude
des perturbations de la croissance feetale. Cet organe est dautant plus d'intérét que de
nombreuses études ont montré que des troubles du développement et de la morphologie
placentaire sont associés a un risque accru de développer des pathologies cardiovasculaires et
métaboliques a I'age adulte. Cependant, comme nous l'avons vu précédemment, les techniques
utilisées actuellement en médecine obstétrique ne sont pas suffisamment fiables pour détecter
précisément les cas de RCIU. C'est pourquoi nous avons émis I'hypothese que le placenta est
un organe privilégié dans la recherche de nouvelles voies impliquées dans les perturbations de
la croissance feetale et pourrait également étre une source potentielle de nouveaux facteurs

pouvant étre utilisés comme marqueur plus fiable de diagnostic d'un RCIU.

Afin de tester cette hypotheése, nous avons utilisé dans un premier temps un modele de
RCIU qui consiste en une diminution de 70 % de la ration alimentaire quotidienne des rates
durant les 3 semaines de la gestation (modele FR30). Ce modele induit un RCIU important du
foetus associé a une diminution de la masse placentaire a terme. Ce modéle est également
connu pour conduire, a I'age adulte, a une hypertension artérielle modérée associée a une
légére intolérance au glucose, une hyperleptinémie sans phénotype d'obésité et une
hypercorticostéronémie (Riviére et al., 2005 ; Breton et al., 2009 ; Lukaszewski et al., 2011).

Dans cette partie, nous avons étudié des placentas provenant du modele FR30 par
une approche protéomique (gel bidimensionnelle et spectrométrie de masse). Cette technique
nous permet d'identifier de nouvelles voies protéiques impliquées dans le RCIU sans aucun a
priori sur une famille protéique particuliere. De facon surprenante, les principales
modulations d'expression ont été observées pour des protéines mitochondriales, ce qui
suggere un effet spécifique de la dénutrition maternelle et du RCIU sur ces organites. Puisqu'a
ce jour, tres peu d'études se sont intéressé a la physiologie des mitochondries dans le placenta,
nous avons mené par la suite une étude moléculaire et fonctionnelle plus approfondie de ces
organites dans les placentas FR30. L'ensemble de ces études fait l'objet d'un article en
préparation rapporté ci-apres.
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ABSTRACT

OBJECTIVE - Being small size at birth from malnutrition is associated with an increased
risk to develop type 2 diabetes and cardiovascular and metabolic diseases in adulthood.
The placental capacity to supply adequate amount of nutrients and oxygen to the fetus
represents one of the main determiner of the fetal growth. Despite its critical roles during
prenatal development, few studies have investigated the effects of maternal diet on the
placental physiology and functions. Our aim was to explore the placental adaptive proteomic

processes implicated in response to a maternal suboptimal nutrition.

RESEARCH DESIGN AND METHODS - Rat term placentas from 70% food-restricted
(FR30) mothers were used for a proteomic screen. Placental mitochondrial functions were
evaluated using molecular and functional approaches and ATP production was measured.

RESULTS - FR30 drastically reduced both placental and fetal weights. FR30 placentas
displayed 14 identified proteins differentially expressed, including several mitochondrial
proteins suggesting specific alterations of these organelles. FR30 induced a marked increase
of placental mtDNA content and changes in mitochondrial functions including modulation of
the expression of numerous genes implicated in both mitochondrial biogenesis and
bioenergetic pathways. Mitochondria under FR30 conditions showed higher oxygen
consumption but fail to maintain their critical ATP production.

CONCLUSIONS - We provide first evidence that maternal suboptimal nutrition induces
mitochondrial abnormalities in the placenta of growth-restricted fetuses. Although maternal
calorie restriction induces mitochondrial adaptive processes such as an increase of both
mitochondrial biogenesis and bioenergetic efficiency; placental ATP production was
drastically reduced. This disturbance may be implicated in reduction of the placental capacity
to actively transport nutrients that may strengthen the effect of maternal undernutrition on the
development of the fetus. Our data suggest that placental mitochondrial defects may be
implicated, at least in part, in pathologies of feto-placental growth.
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Introduction

Fetal growth and development are primarily dependent upon the nutritional, hormonal
and metabolic environment provided by the mother (1). A wartime famine study in Holland
first showed that a low food intake during pregnancy produces smaller size infants at birth (2).
Growing evidence now indicates that being small size at birth from malnutrition is associated
with an increased risk of developing type 2 diabetes (T2D), metabolic syndrome and
cardiovascular disease in adulthood (3-5). However, the physiopathological effects acting
in utero on the programming of the offspring's metabolic profile remain confused and may
implicate numerous molecules and physiological systems. Fetal growth is a complex process
that depends on the genotype and epigenotype of both the fetus and parents, the availability of
nutrients and oxygen to the fetus and a variety of growth factors and proteins of maternal and
feto-placental origin. However, along the pregnancy, the placental capacity to supply
adequate amount of nutrients and oxygen to the fetus represents one of the main determiner of
the fetal growth (6). Evidence is accumulating that the placenta is a programming agent for
cardiovascular diseases (7-9). Because the placenta is the primary communication and
nutrient acquisition organ for the fetus and presumably acts to maintain fetal homeostasis, it is
also an appropriate organ to examine how differences in maternal food consumption are
sensed by the developing offspring (9). Placental function follows a carefully orchestrated
developmental cascade during gestation. Disruption of this cascade can lead to abnormal
development of the placental vasculature of the trophoblast. Both its development and
ongoing functions can be dynamically regulated by environmental factors including the
maternal nutrient status (9,10). Because of the significant and increasing proportion of women
eating inadequately during pregnancy and that such disturbance may compromise adult health
in offspring, we urgently have to better understand how the placenta elaborates adaptative
responses to maternal diet, potentially to offer advice and evidence-based dietary
recommendations, clinical therapies and counselling to these women. In the present study, we
investigated the ways in which maternal food-restriction might influence the placental
proteome using a proteomic analysis of rat term placentas. In this study, we observed diet-
specific differential expression of a limited number of placental proteins and, surprisingly, we
noted that an important part of them were from mitochondrial origin. As few studies have
investigated the physiology of mitochondria in the placenta before, we studied using
molecular and functional analyses the effect of maternal undernutrition on these organelles.

Our data provide novel evidence for a critical role of defective placental mitochondrial
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function in the pathology of fetal-growth restriction associated to maternal suboptimal
nutrition, suggesting that mitochondria in this organ may exert critical role in the
feto-placental development and putatively in the offspring's metabolic profile programming.

Research design and methods

Animal Model of Programming

Animal use accreditation by the French Ministry of Agriculture (no. 04860) has been
granted to our laboratory for experimentation with rats. Experiments were conducted in
accordance with the principles of laboratory animal care of the European Communities
(European Communities Council Directive of 1986, 86/609/EEC). Adult virgin Wistar rats
(280 g) were purchased from Janvier® (L’Arbresle, France) and housed (five per cage) with a
controlled light cycle (12-h light/dark cycle, lights on at 07 am) and temperature (22 £ 2 C)
with free access to standard rat chow (SAFE 04, 2900 cal/g, containing 16% protein, 3% fat,
60% carbohydrates; UAR, Augy, France) and tap water. After 14 days of acclimation,
females were mated with a male for 1 night. Day 0 of pregnancy or embryonic day 0 (EQ) was
defined as the day immediately following the night during which males were present if
spermatozoa were found in the vaginal smears. Pregnant females were transferred to
individual cages, where they had free access to food and tap water. Two groups of pregnant
rats were studied. In the control (C) group (n=9), dams were fed ad libitum during gestation
(from EO to E21). In the food-restricted group (FR30 group; n=9), females received from EO
to E21, 30% of the food-intake of control mothers, which has been previously determined in a
series of pilot studies (FR30 females received 7.2 g/day of food from EO to E21).

Plasma and Tissue Collection

At E21, mothers were rapidly weighed and killed by decapitation between 9 and
10 AM. The placentas and fetuses were collected by caesarean section, they were weighed
and the sex was determined in fetuses. Experiments were conducted only on tissues from
male fetuses. For each measurement, only a limited number of animals and placentas were
chosen from each litter to obviate a putative litter effect. For fetal and placental parameters
analysis, litters have been averaged for these parameters and then these averages have been
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used for comparison between groups. Placentas were cut in two pieces by a median section
and were frozen in liquid N, and stored at —80°C. Maternal and fetal blood glucose level was
determined using a glucometer (Glucotrend 2, Roche Diagnostics) and samples were collected
into cold tubes containing 5% EDTA solution and were centrifuged at 4,000 g for 10 min at
4°C. Plasma aliquots were stored at -20°C. Metabolic parameters (triglyceride and cholesterol
plasma levels) were obtained using an automatic biochemistry analyzer (VetTest; IDEXX).

Sample preparation for two-dimensional analysis

Nine half frozen placentas from each litter and group were individually processed by
grinding with a mortar and pestle cooled with liquid nitrogen. Frozen powders from each
individual placenta were pooled and thawed by adding 800 ul of cold lysis buffer (0.3% SDS,
1X Protease inhibitor mix (Amersham Bioscience) and 50 mM Tris at pH 7.4) and sonicated
in an ice bath for 30 sec (Vibracell; Sonics & Material Inc.). Sonicated solutions were
centrifuged at 10,000 g for 10 min at 4°C. Supernatants solutions were collected and treated
30 min at 30°C with 100 units of Benzonase nuclease (E8263; Sigma-Aldrich). Tubes were
centrifuged at 10,000 g for 10 min at 4°C. Supernatants were collected and protein
concentrations in the extracts were measured in triplicate using a Bradford-based protein
assay (Dc protein assay; Bio-Rad) with BSA as the standard.

Two-Dimensional gel electrophoresis

Placental tissue lysates were pooled (nine from each group of subjects). For the
first-dimension separation, 500 pg of sample protein were diluted in a total of 500 pl of buffer
(8 M urea, 2% CHAPS, 10mM DTT, 0.2% carrier ampholytes) and loaded onto an
immobilized pH gradient (IPG) strip (Immobiline Drystrip pH 3-10 NL, 18 cm;
GE Healthcare) by overnight passive in-gel rehydratation. Isoelectric focusing within the
strips was performed at 20°C with an Ettan IPGphor system (Amersham) using a total of
80,000 V/h with a maximum of 8,000 V. For the second dimension separation, the IPG strips
were soaked for 2 x 15 min in 5 ml of equilibration buffer (6 M urea, 30% glycerol, 2% SDS,
1% DTT and 0.375 M Tris, pH 8.8) followed by 15 min in 5 ml of a second equilibration
buffer (with 2.5% iodoacetamide substituted for 1% DTT) and positioned against 15% SDS
duracryl gels in a Ettan DALTsix (GE Healthcare Life Sciences) 12 mA/ gel for 20 min then
45 mA/gel until the bromophenol blue dye front reached the bottom of the gel. Gels were

fixed and resolved protein spots were visualized with silver nitrate stain.

-77-



Partie 1: Protéomique placentaire

Image analysis of two-dimensional gels

Image acquisitions were performed with a freshly calibrated Umax Scanner
(Amersham Biosciences, Orsay, France) at 300 DPI using the Labscan 3.0 software. Digitized
images were stored in the Tagged Image File format. Scanned images were compared using
Progenesis SameSpots software (Nonlinear Dynamics, Durham, NC, USA) for detection of
significantly regulated spots. Spot matching were performed automatically then manually,
respectively. The software was programmed to select significant spots, ANOVA with
P < 0.05 and cutoff spots significantly equal to/or higher than 1.4 folds difference. Only spots
with significantly altered levels were excised for mass analysis.

In-gel trypsin digestion

Differentially expressed spots were excised manually. Destaining of excised pieces
was performed by two 20-min washes with 1.6% sodium thiosulfate and potassium
ferricyanate. Pieces were washed with water until gels were totally clear. Following
dehydratation with 100% acetonitrile, 10 pul of 7.5 ng/pl sequencing grade trypsin (Promega)
was added to the gel pieces for 5 min at 4°C. The supernatant was removed and pieces were
incubated overnight at 37°C with 30 pl of 20mM sodium bicarbonate pH 8. Supernatants
containing tryptic peptides were extracted for protein identification.

MALDI-TOF/TOF analysis

The MALDI target plate (AnchorChip™, Bruker Daltonics) was covered with
extracted peptides mixed up with a-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid matrix (0.3 mg/ml in
acetone:ethanol, 3:6 v/v). The molecular mass measurements were performed in automatic
mode using FlexControl™ 2.2 software on an Ultraflex™ 11 TOF/TOF instrument and in the
reflectron mode for MALDI-TOF peptide mass fingerprint (PMF) or LIFT mode for
MALDI-TOF/TOF peptide fragmentation fingerprint (PFF). External calibration over a
1000-3200 mass range was performed using the [M+H]" monoisotopic ions of bradikinin 1-7,
angiotensin |, angiotensin Il, substance P, bombesin, and adrenocorticotropic hormone
(clip 1-17 and clip 18-39) from a peptide calibration standard kit (Bruker Daltonics). Briefly,
an accelerating voltage of 25 kV, a reflector voltage of 26.3 kV and a pulsed ion extraction of
160 ns were used to obtain the MS spectrum. Each spectrum was produced by accumulating
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data from 800 laser shots. A maximum of four precursor ions per sample were chosen for
LIFT-TOF/TOF MS/MS analysis. Precursor ions were accelerated to 8 kV and selected in a
timed ion gate. Metastable ions generated by laser-induced decomposition (LID) were further
accelerated by 19 kV in the LIFT cell and their masses measured in reflectron mode.
Peak lists were generated from MS and MS/MS spectra using Flexanalysis™ 2.4 software
(Bruker Daltonics). Database searches, through Mascot 2.3 (Matrix Science Ltd, London,
UK), using combined PMF and PFF datasets were performed in the UniProt 2011 02
database via ProteinScape 2.1 (Bruker Daltonics). A mass tolerance of 75 ppm and 1 missing
cleavage site for PMF and MS/MS tolerance of 0.5 Da and 1 missing cleavage site for
MS/MS search were allowed. Carbamidomethylation of cysteine and oxidation of methionine
residues were also considered. Relevance of protein identities was judged according to the
probability based Mowse score calculated with a P value of 0.05 (P< 0.05).

Western blot analysis

Proteins (30 pg) from the same placental tissue lysates as used for the
two-dimensional gels were separated on 12% SDS-PAGE and transferred electrophoretically
onto a nitrocellulose membrane. Blots were blocked with 5% skimmed milk in Tris-buffered
saline solution containing 0.1% Tween-20 and probe with the following antibodies: goat anti-
rat SLC25A23 (sc-162206; Santa Cruz Biotechnology), MitoProfile Total OXPHOS Rodent
WB Antibody Cocktail (MS604; Mitosciences), mouse anti-a-tubulin  (T6199;
Sigma-Aldrich) or rabbit anti-rat GAPDH (2118S; Cell signaling). Blots were incubated with
primary antibody (SLC25A23, at 1:400 dilution; OXPHOS, at 1:1,000 dilution; a-tubulin at
1:2,000 dilution or GAPDH at 1:5,000 dilution), overnight at 4°C with gentle shaking and
then incubated with secondary antibody (SLC25A23: anti-goat 1gG peroxidase conjugate at
1:50,000 dilution (A5420, Sigma-Aldricht); OXPHOS and a-tubulin: goat Anti-Mouse 1gG
(H+L)-HRP Conjugate at 1:5,000 and 1:35,000 dilution respectively (172-1011, Biorad);
GAPDH: goat Anti-Rabbit 1gG (H+L)-HRP Conjugate at 1:10,000 (172-1019, Biorad) for 1 h
at room temperature. Blots were exposed using a chemiluminescent detection method
(Western lightning plus ECL, Perkin Elmer). All blots were scanned and densitometric
analysis was conducted using GS-800 Imaging densitometer and QuantityOne Software
(Biorad). Expressions were normalized with both GAPDH and a-tubulin to ensure equivalent
amounts of loaded proteins.
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MtDNA measurement

A quarter of placenta was mixed with 1ml of lysis buffer (100 pg Proteinase K
(Sigma-Aldrich); 100 mM Tris pH8; 0.2% SDS; 5mM EDTA and 200 mM NacCl) and
incubated overnight at 55°C. Placentas were grinded by a potter and were centrifuged at
13,000g for 20 min at room temperature. Supernatants were collected and mix with phenol
pH 8/chloroform (V/V). Tubes were centrifuged at 13,0009 for 10 min at 18°C. Supernatants
(150 pl) were collected and sodium acetate (0.1 V) with cold ethanol added to precipitate
DNA. After 1 h on ice, tubes were centrifuged at 13,000g for 10 min at 4°C and DNA was
dissolved with 50 pl of water. Quantification of mitochondrial DNA (mtDNA; mean of
mt-Col and mt-Co2 genes) levels relative to nuclear DNA (nDNA; Aplinr gene) was
performed using a quantitative PCR (qPCR) method. gPCR was performed with a SYBR
Green technology (Roche) and a LightCycler480 (Roche) following the Table 1 and the
manufacturer’s instruction. Each sample was evaluated in duplicate. Analysis of DNA level
was carried out using first the determination of the threshold cycle Ct for each reaction
corrected by the efficiency. Then the delta Ct was calculated by subtracting the mean Ct of the
calibrator from each value of Ct for each gene. The amount of target relative to a calibrator
was computed by 27" €t A previous validation by determination of amplification efficiency
for each target and calibrator genes and a confirmation that these efficiencies are comparable
between genes have been performed.

Quantitative RT-PCR

Total RNAs were isolated, as previously described (11), from the second half of
placenta used for the proteomic analysis, and real-time RT-PCR was performed with a Light
Cycler 480 SYBR Green | master and a LightCycler480 (Roche) following the Table 1 and
the manufacturer’s instruction. Three different housekeeping genes (Gapdh, Ppib and Hprtl)

were used for the normalization.

Placental mitochondria isolement and high-resolution respirometry

For high-resolution respirometry analysis, a new series of placenta from male fetuses
was collected and selected in comparison with the data of the Table 1. For each mother,

mitochondria isolation was performed on 2 pools of 2 selected placentas. For respiratory
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measurement, each pools was measured on separate chambers at the same time. Each mean
value was obtain from a total of n=8 control and n=6 FR30 mothers. For each litter,
2 different pools of placental mitochondria have been used and analyzed. For placental
mitochondria isolation, all procedures were performed at 4 °C. Placentas were placed in
isolation buffer A containing 300 mM sucrose, 5 mM TES, and 0.2 mM EGTA, pH 7.2.
Placentas was then finely minced and homogenized by the use of a Kontes tissue grinder.
After centrifugation (800g for 7 min), supernatant was centrifuged at 8800g for 7 min.
Mitochondrial pellet was suspended in 1 ml of buffer A and centrifuged one more time at
8800g for 7 min. Protein concentration was determined according to the Bradford method.
After centrifugation, mitochondrial pellet was suspended in buffer B pH 7.1 containing
100 mM sucrose, 20 mM HEPES, 1 mM KH;PO,4, 20 mM Taurine, 3 mM MgCl,.6H,0,
60 mM K-MES, 0.5 mM EGTA and 1 g/l BSA-Fraction V.

For high-resolution respirometry, 2250 pg of protein from mitochondrial fraction were
then measured at 25 °C in a two-chamber respirometer (Oroboros O2k oxygraph, Innsbruck,
Austria) containing a total volume of 2 mL of buffer B. Then, respiration state 1 was first
determined. Respiratory state 2 (without ADP) was determined with glutamate (10 mM) +
malate (2 mM) + pyruvate (5 mM), which activate the Krebs cycle enzyme malate
dehydrogenase providing NADH to the respiratory chain (complex I). Respiratory state 3
(coupled respiration) was determined in the presence of ADP (2.5 mM). Once the steady state
was reached the quality of mitochondria was assessed using a cytochrome c test for intactness
of the mitochondrial membrane (12). If membrane of mitochondria is damaged by excessive
permeabilization, the endogenous cytochrome ¢ can be released from inter membrane space
and reduced respiration. In this case, addition of exogenous cytochrome c to the experimental
chamber will markedly stimulate the respiratory rate. If the increase of oxygen consumption
was greater than 10% after addition of 10 uM cytochrome c, experiments were excluded.
The coupling of phosphorylation to oxidation was determined by calculating the respiratory
control ratio (RCR) as the ratio state3/state2. Then, complex Il was activated by succinate
(10 mM) addition. Addition of FCCP (0.5 uM; a chemical uncoupling molecule) was after
used for calculate the maximal respiratory capacity of the mitochondria. To measure the
repiration starting from complexe 11, Rotenone (0.5uM) was added to inhibit the complex |
activity. To determine the capacity of cytochrome ¢ oxidase (complex 1V), Antimycin A
(2.5 pM; an inhibitor of Complexe 111) and TMPD 0.5 mM + ascorbate (2 mM) was used as
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an artificial redox mediator that assists transfer of electrons from ascorbate to cytochrome c.
In presence of ADP (2.5 mM) and antimycine A (5 uM), maximal respiration was stimulated.
As antimycine blocks electron transfer from complex 111, the TMPD-related respiration rate
may evaluate complex IV related maximal respiration rate, excluding complexes I, 1l and Il
activities. At the end of manipulation, sodium azide (1 mM) was added for inhibiting complex
IV activity and calculating the complex IV related maximal respiration without
auto-oxydation of TMPD-Ascorbate themselves. Analyses for palmitoyl carnithine
experiment was performed from fresh mitochondrial enrichment by addition of 20 uM of
palmitoyl carnithine then coupled respiration was determined in the presence of ADP
(2.5 mM). Rates of respiration are given in picomoles O2 per second per milligram protein.
Data acquisition and analysis were performed with Datlab4 software (Oroboros, Innsbruck,
Austria).

Placental ATP and ADP measurements.

Placental ATP and ADP measurements were determined using the ATP
Colorimetric/Fluorometric Assay kit (Abcam) and the ADP Colorimetric/Fluorometric Assay
kit (Abcam). Measurements were performed with the fluorometric assay following the
manufacturer’s instructions on 30 pg of the same frozen placenta used for proteomic analysis.
ATP and ADP contents were measured in duplicate and were calculated per microgram of
placenta.

Statistical analysis.

Results are reported as means + SEM. Statistical analyses were performed using one
way ANOVA and post-hoc comparison Dunnett’s test. A P value of less than 0.05 was
considered as significant. Analyses were performed using SigmaStat software (Systat
Software).
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Results

Maternal and fetal parameters

At E21, the maternal FR30 regimen did not modify both litter size and sex ratio
(Table 2). FR30 reduced maternal body weight by 39% (P < 0.001) and induced a fetal
growth restriction of fetuses as reflected by decrease of both height and weight of E21 male
fetuses (-9% and -29% respectively; P < 0.001). The placental weight was decreased (-25%;
P < 0.001) without variation of the feto-placental ratio. Analysis of some maternal metabolic
parameters such as plasma glucose, triglycerides and cholesterol levels were also decreased in
FR30 rats. In FR30 fetuses, only the glycaemia was significantly decreased (-42%;
P < 0.001).

Proteomic analysis of FR30 placentas

Protein profiles were analyzed using two-dimensional gel electrophoresis (2D-gel)
coupled to mass spectroscopy to identify differentially expressed proteins. Figure 1.A shows a
representative control 2D-gel profile. Comparative visual and software-guided analyses of
these 2D-gels revealed 14 differentially expressed spots. These spots were excised, digested
in-gel with trypsin, and then identified using MALDI-TOF/TOF. Table 3 is a list of
differentially expressed proteins with their calculated fold change relative to control placenta,
P values, both theorical and experimental isoelectric point (pl) and molecular weight (MW),
and subcellular location. As seen on the figure 1.B, except cytoplasm, it was particularly
interesting that mitochondria are the most affected subcellular organelle by FR30 diet. Figure
1.C is a tridimensional view of the control and FR30 2D-gel in which decreased expression of
one of the most affected mitochondrial protein (SLC25A23; -1.69 fold changes). To confirm
proteomic data, differential protein expression of SLC25A23 were verified by western
blotting analysis and showed similar result (-1.49 fold change; P = 0.006).
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Mitochondrial DNA analysis and mRNAs and proteins expressions of factors implicated
in biogenesis and bioenergetic pathways

The ratio of mtDNA to nuclear DNA in placentas from FR30 rats was strongly
increased (+250%, P < 0.001) (Fig. 2A). To investigate the molecular factors responsible to
this elevation, we performed an analysis of transcript expression of three factors implicated in
mtDNA replication: Pgcl-a, Nrfl and Tfam (Fig. 2B). We noted that maternal FR30
increased expressions of these three factors (P < 0.01; P < 0.05 and P < 0.001 respectively)
but decreased Tfam (P < 0.01) mRNA expressions. The expression of several mitochondrial
genes including mt-Col (-18%), mt-Co2 (+38%) and mt-ATP6 (-15%) were also modulated
by FR30 regimen (Fig. 3A). However, proteins levels of NDUFB8, UQCRC2 and ATP5A1
were not significantly modulated in FR30 placentas (Fig. 3B).

Mitochondrial oxygen consumption determination

For high-resolution respirometry analysis, a similar placental mitochondrial quantity
from both experimental groups was used under several conditions (Fig. 4). Under basal
conditions (without addition of exogenous substrates and/or drugs), FR30 mitochondria
displayed a higher oxygen consumption (P < 0.01; Fig. 4A) as well as after GMP addition to
activate the complex | of the respiratory chain (P < 0.05; Fig. 4A). Under this condition, by
adding ADP to the preparation, the mitochondrial respiration was also increased (P < 0.05;
Fig. 4B) by stimulating the complex | but not by substrates of the complex Il alone (Fig. 4B).
Although there was no difference, the maximal respiration of FR group, using the uncoupling
agent FCCP, was higher compared to control (Fig. 4B). The respiratory control ratio (RCR)
was increased in FR30 placentas (P < 0.05; Fig. 4C). Similarly, by stimulating specifically the
complex 1V, a higher respiratory capacity of FR30 mitochondria was observed (P < 0.01;
Fig. 4D). Finally, using the palmitoyl fatty acid as mitochondrial substrate, no difference was
noted between experimental groups for both oxygen consumption under basal conditions and
for RCR value (Fig. 4E and 4F).
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MRNA levels of mitochondrial factors; ATP and ADP determinations

Placental expression of several uncoupling proteins (UCP1;2;3;4; and BMCP1 (UCP5)
and two adenine nucleotide translocators (Antl and Ant2) was performed using gRT-PCR.
mRNA for UCP2, UCP 3, UCP5, Antl and Ant 2 were detected. We found that UCP2 is the
most expressed uncoupling proteins in the rat placenta. Placental mRNA level of UCP2 was
reduced (P < 0.05; Fig. 5A), and that of adenine nucleotide translocators: Antl (+58%) and
Ant2 (-38%) were also affected in the FR30 group (Fig. 5B). The whole amount of placental
ATP was decreased by 51% in the FR30 group (P < 0.001; Fig. 5C). In contrast, ADP content
was increased (P < 0.05) and the ATP/ADP ratio was drastically reduced (-70%) by maternal
FR30 (P < 0.01; Fig. 5D & 5E).

Discussion

In the present study, maternal FR30 drastically reduced both fetal and placental
weights at term demonstrating that maternal calorie restriction induces an intrauterine growth
restriction (IUGR) in rats as it has been previously described with others maternal regimens
using calorie/nutrient restrictions (10,11,13,14). To unravel the mechanisms of placental
adaptation under this deleterious nutritional condition, we investigated the ways in which
maternal food-restriction had influenced the placental proteome using a proteomic approach.

Protein profiles were analyzed using two-dimensional gel electrophoresis coupled to
mass spectroscopy to identify differentially expressed proteins. Surprisingly, only
14 differentially expressed proteins were identified using MALDI-TOF/TOF analysis
suggesting that the placental proteome remains poorly affected even when maternal diet is
drastically reduced along the gestation. Excepted to the cytoplasm, we noted that the
subcellular location of the most affected proteins was the mitochondrion. These data
prompted us to investigate the changes in placental mitochondrial function induced by
maternal FR30.

Few studies have investigated the physiology of mitochondria in the placenta in both
rodents and human although these organelles play critical roles in both placental development
and materno-fetal exchanges (15,16). Recently, it has been proposed that placental

mitochondrial dysfunction could be present in cases of placental insufficiency and may be
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critical in fetal programming of diseases (17). Another recent study, using both in vitro and in
vivo approaches in mice has shown that a threshold of mitochondrial function is required for
normal development, and despite developmental plasticity of the embryo, impaired
mitochondrial function in the embryo affects subsequent fetal and placental growth (18). We
investigated here using molecular and metabolic methods, the effect of maternal FR30 on
placental mtDNA content, mitochondrial respiratory capacity and expression of several
mitochondrial genes and proteins at term. We found that placental mtDNA content was
strongly increased by maternal FR30 and that the gene expression of Nrfl, Tfam and PGCla,
three genes strongly implicated in mtDNA replication (19,20), was also significantly
increased. These data suggest that maternal calorie restriction may have increased
mitochondrial biogenesis in the placenta as it has been largely reported in others tissues
(21-23). Then, we postulated that these disturbances may change the expression of the
mitochondrial genome, and indeed we found a disturbed gene expression of several
mitochondrial genes including mt-col, mt-co2 and ATP6. As mtDNA genes produce
exclusively proteins of the respiratory chain, we looked for a putative defective mitochondrial
bioenergetic efficiency in FR30 placentas using high-resolution respirometry analysis and
ATP determination.

Under basal conditions, FR30 mitochondria displayed higher oxygen consumption.
Such observation was also found after specific activation the Krebs cycle and stimulation of
the complex | of the respiratory chain but not of the complex Il alone. Similarly, by
stimulating the complex IV, a higher respiratory capacity of FR30 mitochondria was
observed. These data demonstrated that the coupling of phosphorylation to oxidation was
increased in placental FR30 mitochondria and revealed that, under FR30 condition, the
activity of the respiratory chain is increased by modulation of complex | and/or 1V activities.
However, using palmitoyl fatty acid metabolism as substrate, FR30 mitochondria did not
display modulated respiratory capacity showing an absence of modified capacity to
metabolism fatty acid. Altogether, our findings demonstrated that the efficiency of the
mitochondrial respiratory chain was increased under FR30 condition potentially to maintain
an adequate ATP production under this deleterious nutritional condition. In line with this
concept, we found that the expression of UCP2, an uncoupling protein that reduces the ATP
production (24), was reduced by FR30 and that the expression of the adenine nucleotide
translocator Antl that transfer ATP from the mitochondria to the cytoplasm (25) was
increased. Inversely, the expression of the adenine nucleotide translocator Ant2 was decreased

-86 -



Partie 1: Protéomique placentaire

by FR30. As suggested in others tissues, Ant2 role would be to import into mitochondria ATP
produced by the glycolysis, energy essential to several intramitochondrial functions,
particularly to maintenance of the membrane potential (26). The reduction of Ant2 in FR30
placental cells may thus increase the availability of ATP in the cytoplasm to sustain metabolic
activities. For the first time, we reported here using gRT-PCR, that several type of UCP
proteins (i.e. UCP2, UCP 3 and UCP 5) and two types of Ant (Antl and Ant2) are expressed
in the rat placenta. UCP2 seems to be the main uncoupling protein expressed in the rat
placenta. In summary, FR30 triggers off molecular and metabolic mitochondrial adaptations
in the placenta potentially to maintain the bioenergetic status in cells.

As for the measurement of mitochondrial respiratory capacity, we used a comparable
amount of placental extract from both experimental groups (based on the same protein
content); we assayed the whole amount of placental ATP to obtain the global ATP production
under FR30 condition. We found that both ATP content and ATP/ADP ratio were drastically
reduced in FR30 placentas showing that despite the previously described mitochondrial
plasticity, an impaired ATP synthesis occurs at term in the placenta under maternal calorie

restriction condition.

In conclusion, our study provides first evidence that maternal suboptimal nutrition
induces mitochondrial abnormalities in the placenta of growth-restricted fetuses.
Mitochondria in the placenta are implicated in numerous critical functions for the feto-
placental development such as adequate ATP production for placental growth and
transplacental nutrients transfers, reduction of oxidative stress, control of cell apoptosis and
production of steroid hormones (15,17,18,27). Thus, mitochondrial defects and reduction of
ATP synthesis may contribute to a disturbance of the placental development and of its activity
along the gestation that may strengthen the effect of maternal undernutrtion on the feto-
placental unit development. We postulate that placental mitochondrial defects may result to a
modified birth weight and/or an higher vulnerability to diseases in offspring. Indeed, the
phenotype of the placenta was shown to predict later hypertension and coronary heart disease
in human (28,29). In this line, we previously reported that adult FR30 rats develop several
metabolic pathologies such as an arterial hypertension (30), as well as an altered food intake
behaviour (31) and fat deposition (32). Finally, long-term mitochondrial dysfunctions may
also persist in offspring as it has been demonstrated in pancreatic 3-cells of adult rats exposed

in utero to a low protein diet (33,34). Indeed, growing evidences suggest that mitochondrial
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dysfunctions may be implicated in several chronic metabolic diseases such as type 2 diabetes
(35), obesity (36) and vascular diseases (37).
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Table 1: Parameters of the primers used for gRT-PCR

Gene Primer Amplification Amplicon Genbank
Sequence (F) Sequence (R) temperature (°C) size
Gapdh 5-TGA CTC TAC CCA CGG CAA GTT-3' 5-CTT CCC ATT CTC AGC CTT GAC T-3' 60 52 NM_017008
Ppib 5-TTT CGG CAA AGT TCT GGA AGG CA-3 5-CTT GCC ACA GTC TAC AAT GAT CAC A-3' 60 109 NM_022536
Hprtl 5-GTG TCA TCA GCG AAA GTG GA-3' 5-ATG GCC ACA GGA CTA GAA CG -3' 60 123 NM_012583
Aplnr 5-CCT TCATCATCATGC TGACCTGTT A-3 5-GGT GGT AAG GCA TCC AGC ACA G-3' 64 159 NM_031349
mt-Col 5-ATC TAT AGG AGC AGT ATT CGC C-3' 5-TGG GCT TTT GCT CAT GTG TC-3' 64 96 YP_665631
mt-Co2 5'-TGA GCC ATC CCT TCA CTAGG-3' 5-TGA GCC GCA AAT TTC AGA G-3 60 120 YP_665632
Ppargcla 5-AAT GCA GCG GTC TTAGCACT-3 5-GTG TGA GGA GGG TCATCG TT-3' 64 190 NM_031347
Nrfl 5'-CTC ACC CTC CAA ACC CAA CC-3' 5-CCA GCG CAG ACT CCA GGT C-3' 60 110 XM_231566
Tfam 5-AAG TGTTTT TCCAGC TTG GGT A-3' 5-AAACTT TTG CAT CTG GGT GTT T-3' 64 112 NM_031326
mt-Nd4l 5-TCC CAATTACCATTCTAGTTT T-3' 5-AGG TTT TGT ACG TAG TCT GTT CCG T-3' 60 103 YP_665637
mt-Atp6 5-TCGCTTCGC TTT GTACTCTCT T-3 5-GGT CAG CAG TCT CTGTGC ATT T-3' 60 122 YP_665634
Ucpl 5-AAG ACA GAA GGA TTG CCG AAA C-3 5-ACT GGG ACC TAC AAT GCT TAC A-3' 60 286 NM_012682
Ucp2 5'-CTC CCA ATG TTG CCC GAA A-3' 5-GAG GTC GTC TGT CAT GAG GTT G3- 60 144 NM_019354
Ucp3 5-GGG ACT TGG CCC AAC ATC ACA A-3' 5-CCA CCA CCG TGG CAC AGA AAC C-3 60 163 NM_013167
Slc25a27 5-TTT TAG CCA ATC CAA CTG ACC TA-3' 5-TAT TCACCAGTG CTGCTCTTT GT-3' 60 186 NM_053500
Slc25a14 5-GTT CCG CTT TAA GCC ATG AGA TG-3' 5-CGA TAC TCT GAC CTT GGACTT GC-3' 60 119 NM_053501
Slc25a4 5'-CCC TCT GCT TCG TCT ACC CAC TG-3' 5-GGG CAA TCA TCC AGC TCA CAATA-3' 60 273 NM_053515
Slc25a5 5-GGACTT CTT GGC TGG TGG AGT GG-3' 5-TAT CTGCCG TGATTT GCT TGC TG-3' 60 116 NM_057102

Gapdh, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; Ppib (CycloB), peptidylprolyl isomerase B; Hprtl, hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1; Aplnr, apelin receptor; mt-Col
cytochrome c oxidase 1, mitochondrial; mt-Co2, cytochrome c oxidase II, mitochondrial; Ppargcla (Pgcl-a), peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator 1 alpha; Nrfl,
nuclear respiratory factor 1; Tfam, transcription factor A, mitochondrial; mt-Nd4l, NADH dehdrogenase 4L, mitochondrial; mt-Atp6, ATP synthase 6, mitochondrial; Ucp1, uncoupling
protein 1; Ucp2, uncoupling protein 2; Ucp3, uncoupling protein 3; Slc25a27 (Ucp4), solute carrier family 25, member 27; Slc25a14 (Bmcpl), Brain mitochondrial uncoupling 1;
Slc25a4 (Antl), solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine nucleotide translocator), member 4; Slc25a5 (Ant2), solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine
nucleotide translocator), member 5.

Table 2: Maternal and fetal parameters

Control FR30
Mean SEM n Mean SEM n p

Maternal weight (g) 444 8 9 270 11 8 <0.001
Maternal blood glucose (mmol/l) 4.87 0.20 9 4.02 0.17 8 0.008
Maternal blood triglycerides (g/l) 1.86 0.35 9 0.73 0.21 8 0.017
Maternal cholesterol (g/l) 0.771 0.099 9 0.564 0.049 8 0.011
Litter size 12.1 1.7 9 11.6 0.7 8 NS
Males/females ratio 1.01 0.18 9 1.10 0.13 8 NS
Fetal weight (g) 5.56 0.07 9 3.97 0.16 8 <0.001
Fetal height (mm) 45.9 0.4 9 42.7 0.6 8 <0.001
Fetal blood glucose (mmol/Il) 7.44 0.78 9 4.33 0.52 8 0.027
Fetal blood triglycerides (g/l) 0.467 0.079 9 0.382 0.060 8 NS
Fetal blood cholesterol (g/l) 0.476 0.084 9 0.362 0.040 8 NS
Placental weight (mg) 592 17 9 443 19 8 <0.001
Fetus/placenta ratio 9.44 0.25 9 9.06 0.54 8 NS
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Table 3. List of identified proteins that were differentially expressed (> 1.4 fold ratio increased or decreased) between control and FR30 rat placenta.

Seq PMF PFF
Spot Gene Accession Change pl ¢ MW (kDa) © Cov matched matched Subcellullar
number Protein name name °* number * t test” fold ® T E T E %) ° PMF®  peptides PFF’  peptides location ®
1 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A Ppia P10111 0.002 +3.71 9.40 9.02 17.9 19 72.0 87.4 11 58.0 3 Cytoplasm
2 Peroxiredoxin-1 Prdx1 Q63716 0.009 +3.59 9.20 8.97 22.1 26 39.2 71.4 8 61.0 1 Cytoplasm
3 Destrin Dstn Q7MOE3 0.008 -2.25 8.19 8.41 18.5 21 16.5 - - 98.0 2 Cytoplasm
4 Glyoxalase domain-containing protein 4 Glod4 QICPV4 <0.001 -1.77 5.28 7.82 333 30 26.8 61.0 7 - - Mitochondria
5 Calcium-binding mitochondrial carrier protein SCaMC-3 Slc25a23 Q6GQS1 0.009 -1.69 7.19 5.07 52.4 19 20.6 68.6 7 - - Mitochondria
6 Proteasome subunit beta type-2 Psmb2 P40307 0.021 -1.65 7.70 8.02 22.9 26 32.8 90.4 9 - - Cytoplasm, nucleus
7 Haptoglobin Hp P06866 0.008 -1.54 6.10 5.04 385 47 35 - - 66.5 1 Secreted
8 Activated CDC42 kinase 1 Tnk2 Q5U2X5 0.043 -1.54 7.35 6.04 115 23 16.9 62.5 13 - - Cell membrane
9 Serotransferrin Tf P12346 0.011 -1.53 7.14 7.61 76.3 7 3.0 - - 60.0 2 Secreted
10 Malate dehydrogenase, mitochondrial Mdh2 P04636 0.041 -1.50 8.83 8.77 35.7 46 57.7 115 16 168 2 Mitochondria
11 Peroxiredoxin-6 Prdx6 035244 0.002 -1.49 5.64 6.37 24.8 27 335 83.0 10 - - Cytoplasm, lysosome
12 Nesprin-2 Syne2 Q6ZWQO0 0.002 -1.49 5.23 7.90 782 36 77 61.0 46 - - Everywhere
13 Actin, cytoplasmic 2 Actgl P63259 0.017 -1.47 5.31 578 41.8 39 45.9 114 18 218 3 Cytoplasm
14 Alpha-crystallin B chain Cryab P23928 <0.001 -1.40 6.90 7.78 20.1 24 43.4 92.0 11 138 3 Cytoplasm, nucleus

®Gene name, accession number and subcellular location according Uniprot. B Protein fold ratio between control and FR30 placenta. A negative number indicates an decreased expression in FR30 placenta. P -Value was calclated unsing the Student's t-test.  Isoelectric

point (pl ) and molecular weight (MW): Theorical (T) and Experimental (E). d Sequence coverage. © Peptide mass fingerprinting (PMF). fPeptide fragment fingerprinting (PFF).
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@1 Nucleus (13.6%)

02 Mitochondria (18.2%)
W3 Cytoplasm (36.4%)
@4 Secreted (13.6%)

@5 Cell membrane (9.1%)

06 Lysosome (9.1%)

*%

SLC25A23 protein (arbitrary units)

pl3 c | FR30

FIG. 1. Two-dimensional gel analyses of proteins from control and FR30 placenta.
A: Representative images of 2D-gel of placental proteins profiles in rat separated by pl on a
pH 3-10 gradient srip and then molecular weight on an 15% SDS-PAGE gel. The way of
arrows indicate differential expression in FR30 group. B: Classification of differentially
expressed proteins according their cellular localisation. C: This panel shows a representative
quantitative 3D-view of the SLC25A23 protein (spot n°5) used for confirmation by western
blotting. D: Confirmation of differential SLC25A23 expressions in control (n=7) and FR30
(n=7) groups by western blotting. **, P < 0.01 vs FR30 group.
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FIG. 2. Measurement of mitochondrial biogenesis indicators. A: Relative quantification of
mitochondrial DNA (mtDNA) content by real-time quantitative PCR analysis in control (n=7)
and FR30 (n=7) placenta. B: Relative quantification of PGCla, NRF1 and TFAM mRNA
expression by RT-gPCR in control (n=8-9) and FR30 (n=9). *, P < 0.05 vs FR30 group. **,
P < 0.01 vs FR30 group. ***, P < 0.001 vs FR30 group.
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FIG. 3. Measurement of respiratory chain mRNA and protein expression. A: Relative
quantification by RT-gPCR analyses of mRNA encoded by mtDNA (control: n=9; FR30:
n=7-9). B: Relative expression of respiratory chain proteins encoded by nuclear DNA.
(control: n=9; FR30: n=9). P < 0.05 vs FR30 group. **, P < 0.01 vs FR30 group.
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FIG. 4. High-resolution respirometry on enriched placental mitochondrial fraction.
Measurement of placental mitochondrial respiration A: without substrate or with substrate
for complex | (glutamate malate pyruvate: GMP). B: in presence of ADP with substrate for
complex | and/or complexe Il (succinate) and measurement of maximal mitochondrial
respiration with an chemical uncoupling molecule (Carbonylcyanide-4-(trifluoromethoxy)-
phenylhydrazone: FCCP). C: Respiratory control ratio with GMP consumption. D: Complex
IV respiration in presence of an inhibitor of complex Il (Antimycine A) and a electrons
donor (TMPD-Ascorbate). E: Measure of mitochondrial oxygen consumption in presence of
palmitoyl-carnitine (PC) with or without ADP. F: Respiratory control ratio with PC
consumption. Control (n=5-8 pools) and FR30 (n=5-6 pools). *, P < 0.05 vs FR30 group.
** P <0.01 vs FR30 group.
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FIG. 5. Measurement of energy production. A: Relative quantification by RT-gPCR
analyses of UCP genes family. Control (n=7-8); FR30 (n=7-9). B: Relative quantification by
RT-gPCR analyses of ANT genes family. Control (n= 8-9); FR30 (n=7). C: Measurement of
placental ATP content. D: Quantification of ADP level. E: Measurement of ATP/ADP ratio.
For C,D,E: n=9 for both control and FR30 groups. *, P < 0.05 vs FR30 group. **, P < 0.01 vs
FR30 group. ***, P < 0.001 vs FR30 group.
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Il. Discussion

Dans cette partie, je vais reprendre les points importants de l'article et je porterai

également une attention plus particuliére sur les points qui n'ont pu encore étre discutés.

a) Impact de la dénutrition maternelle sur le protéome placentaire du rat FR30 a terme

Bien que notre étude ne permette de révéler qu'une partie du protéome placentaire,
nous pouvons constater que le nombre de protéines modulées par le régime FR30 et mis en
évidence par notre analyse, est peu important au vu de la sévérité de la restriction calorique
maternelle. En effet, nous avons identifié une dizaine de protéines affectées par ce régime
dont 3 seulement ont des facteurs de variations supérieurs a 2. Cependant, la classification de
ces protéines, en fonction de leur localisation subcellulaire, a permis de mettre en évidence
que 4 dentre elles ont une localisation exclusivement ou en partie mitochondriale, ce qui
suggeére que cet organite est particulierement affecté par la dénutrition maternelle. Avant de
discuter ce point, je vais commenter les autres protéines qui ont été identifiées dans notre

étude et qui n'ont pu étre étudiées ultérieurement.

Pour cela, je vais me baser, dans un premier temps, sur I'étude de Petrak et ses
collaborateurs. Ces auteurs ont recensé parmi les études d'électrophorése bidimensionnelle
publiées entre 2004 et 2006 dans le journal Proteomics, les protéines dont les identifications
sont les plus redondantes (Petrak et al., 2008). Dans cette étude, les auteurs se sont intéressés
uniquement aux travaux provenant d’homogénéisats cellulaires de toutes origines sans inclure
les analyses de fluides corporelles, de surnageants de culture cellulaire ou encore de sous-
fractionnements tissulaires afin d'identifier les protéines dont l'expression est facilement
modulée quelque soit la condition ou la pathologie étudiée et dont I'importance peut parfois
étre surinterprétée. Dans notre etude, nous avons identifié des modulations de I'expression des
péroxiredoxine-1 et -6 qui sont des enzymes antioxydantes. Ces enzymes sont toutes deux
largement retrouvées dans les études de protéomique chez les rongeurs et I'Homme.
La famille des péroxirédoxines tient méme le 1* rang des protéines les plus retrouvées avec
une redondance d'identification dans 38 % des études (Petrak et al., 2008). Deux protéines
membres de la famille des actines et des malate déshydrogénases ont aussi été retrouvées dans
notre étude et sont également identifiées dans respectivement 23 % et 18 % des études
protéomiques. La redondance de ces protéines dans d'autres études protéomiques permet dans
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un premier temps de les exclure comme marqueurs potentiels d'altérations de la croissance
feetale. Cependant, leur importance n'est pas a amoindrir puisque qu'il a, par exemple, été
montré au niveau du placenta, une diminution des défenses antioxydantes associee a un stress
oxydatif important dans des cas de RCIU, de pré-éclampsie et de diabete (Wang et Walsh,
2001 ; Myatt, 2010). En effet, le placenta peut produire une multitude d'especes réactives
oxygénées (ROS) comme les ions superoxydes (O;), les radicaux hydroxyl (HOY) et le
peroxyde d'hydrogéne (H,O,). Ceux-ci peuvent entrainer des dommages de I'ADN, une
peroxydation des lipides et une oxydation des protéines (Gregersen et Bross, 2010). On peut
également observer une production d'espéces réactives azotées via la production d'oxyde
nitriqgue (NO) et d'ions peroxynitrite (ONOQO™ ; formé a partir du NO et des ions superoxyde),
capables de participer a la nitrosylation des résidus cystéines et a la nitration des résidus
tyrosines des protéines, dont les conséquences sur la fonction et la dégradation des protéines
sont importantes (Souza et al., 2000 ; Radi, 2004 ; Webster et al., 2006). En effet, des
expériences ont montré que le traitement des placentas in vitro par des ions peroxynitrites
induit une augmentation des résidus nitrotyrosines et atténue la réactivité vasculaire de ces

placentas (Kossenjans et al., 2000).

Notre étude a également permis de mettre en évidence des altérations au niveau des
protéines a-crystallin 4 chain (Cryab) et peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A [encore appelée
cyclophiline A (Ppia)]. Cryab est une protéine cytosolique qui participe fortement a la
transparence et a la réfraction du cristallin et elle est également un membre des "small heat
shock protein family" (Andley, 2009). Ainsi, Cryab est une protéine chaperon dont la fonction
est de contribuer a la maturation d'autres protéines en leur assurant un repliement
tridimensionnel correct. A ce jour, il n'existe qu'une étude ayant reporté I'expression de Cryab
dans le placenta. Cette étude a montré que Cryab est exprimée dans le placenta humain a
terme, notamment au niveau des cellules déciduales (cellules placentaires bordant I'utérus) et
des villosités placentaires (Mineva et al., 2008). Ppia est un enzyme cytoplasmique qui va
également accélérer la mise en conformation des protéines de par son activité isomérase au
niveau de la proline et qui n'a pas encore été décrite dans le placenta. Des modulations au
niveau de ces 2 protéines suggérent qu'il puisse y avoir des altérations dans le reploiement de
protéines placentaires. Ce phénoméne n'a, a ce jour, pas encore été mesuré au niveau du
placenta. De plus, il existe aussi un lien entre le stress oxydatif et le reploiement protéique. En
effet, le stress oxydatif va induire I'oxydation et la nitration des protéines. Ces modifications
vont elles-mémes participer au stress oxydatif, via une augmentation de la production de ROS
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d'origine mitochondriale, si ces protéines ne sont pas éliminées assez rapidement notamment
par le systeme ubiquitine/protéasome (Gregersen et Bross, 2010). Il est intéressant de noter
également que notre étude a montré une légére diminution de I'expression de la protéine
proteasome subunit B type-2 (Psmb2). Le protéasome est un complexe multiprotéique
constitué d'un cceur catalytique de 20 S encadré par 2 unités régulatrices de 19 S (Figure 12).
La protéine Psmb2 fait partie des sous-unités qui composent les 2 anneaux centraux du cceur
catalytique et qui vont constituer la chambre catalytique du protéasome au sein duquel les
protéines mal conformées et ubiquitinylées vont étre dégradées (Nandi et al., 1997). Il existe
trés peu de données concernant l'activité catalytique protéique au niveau du placenta. Une
étude récente a montré que l'activité protéasomale est fortement diminuée dans les placentas
humains RCIU (Rajakumar et al., 2008). Une autre étude a également mis en évidence une
surexpression des protéines issues de la famille des cullines qui sont des protéines qui
participent a l'ubiquitinylation des protéines en voie de dégradation, ceci dans les placentas
RCIU chez I'Homme (Gascoin-Lachambre et al., 2010). L'ensemble de ces résultats semblent
donc suggérer un dysfonctionnement au niveau de la mise en conformation des protéines
placentaires dans notre modele, ce qui peut avoir de lourdes répercussions fonctionnelles dans
cet organe qui réalise une synthése protéique trés abondante. Au final, ces phénomenes
pourraient induire une accumulation de protéines en voie de dégradation par le systéeme
ubiquitine/protéasome. Or, l'activité de ce systéme est dépendante de I'ATP et nous avons
démontré une diminution de la production d'ATP placentaire dans notre modéle. Ce fait
associé a la diminution de I'expression d'une des sous-unités du cceur catalytique du
protéasome, on peut émettre I'hypothése qu'une réduction du taux de dégradation des
protéines mal conformées au niveau du placenta dans le cadre d'un RCIU, entrainerait un
stress oxydatif important qui au final contribuerait & la perturbation de la croissance feetale et
placentaire.

Enfin, notre étude a montré une diminution de I'expression de 2 protéines possédant un
role important dans le transport du fer : la serotransferrine (encore appelée transferrine) et
I'naptoglobine. Le placenta étant un organe richement vascularisé, il n'est pas exclu que
l'origine de ces 2 protéines soit du moins en partie sanguine dans notre étude. La transferrine
est principalement produite par le foie qui la sécrete dans le sang ou elle exerce
principalement une fonction de transporteur d’ions ferriques (Fe**) jusqu’aux tissus cibles
(Graham et al., 2007). Cependant, cette protéine semble étre aussi exprimée dans le placenta
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Figure 12 : Représentation schématique de la structure d'un protéasome et de sa
fonction. Ub : Ubiquitine. D'apreés http://pages.usherbrooke.ca/bcm-514-bl/3d.html.

-102 -



Partie 1: Protéomique placentaire

puisque son ARN messager ainsi que sa protéine ont été retrouvés dans des cultures de
cellules placentaires chez les rongeurs et I'Homme (Morris Buus et Boockfor, 2004).
La transferrine a été retrouvée dans la fraction lysosomale des cellules placentaires humaines,
ce qui conduit aujourd’hui a considérer que cette protéine jouerait un réle important dans le
transport du fer de la mére au feetus (Chataway et al., 1998). L'haptoglobine, quant a elle, va
jouer un réle différent dans le transport du fer notamment en cas d'hémolyse. En effet, sa
fonction principale est de fixer I'némoglobine sérique afin d'empécher la dissociation de
I'neme ferrique de la globine et ainsi de prévenir les dommages oxydatifs que peut entrainer le
fer (Melamed-Frank et al., 2001). Le complexe hémoglobine-haptoglobine est ensuite éliminé
par endocytose au niveau du foie (Kristiansen et al., 2001). Bien que cela n‘ait pas été décrit,
on ne peut exclure que ce mécanisme puisse comme pour la transferrine participer au
transport du fer de la mere au feetus. L’anémie est la carence micro-nutritionnelle la plus
répandue chez la femme enceinte en raison principalement de I’augmentation du volume
sanguin maternel et donc du nombre d’hématies maternelles et de I’élévation de
I’approvisionnement du feetus en fer (Scholl, 2005). Chez des femmes anémiées, une
diminution du taux circulant de transferrine a été corrélée avec une diminution importante de
la concentration sérique en fer (Singhal et al., 1993). Cette carence, est associée en clinique, a
une prévalence augmentée d’accouchements prématurés avec de plus, des feetus présentant un
RCIU. Chez le rat, la restriction alimentaire spécifique en fer durant la gestation induit aussi
un RCIU chez les feetus mais, programme également I’apparition d’une hypertension
artérielle dés I’age de 3 mois (Gambling et al., 2002 ; Lewis et al., 2002). En lien avec ces
observations, on peut donc envisager que notre régime FR30 induit une diminution
importante de la quantité journaliére de fer alimentaire absorbée. De plus, la diminution du
taux de transferrine placentaire diminuerait également I’approvisionnement du feetus en cet
élément. Au final, ces deux altérations pourraient &tre impliquées, du moins en partie, dans
I’établissement du RCIU mais aussi dans la programmation d’une hypertension artérielle a
I’4ge adulte. En accord, avec cette hypothese, cette pathologie a été observée, dans notre
laboratoire, chez les animaux FR30 a I'age adulte (Riviere et al., 2005).

En résumé, l'analyse protéomique des placentas a permis de mettre en évidence
4 grandes voies qui semblent étre modulées dans notre modele. La premiere implique la
balance stress oxydatif/antioxydant. La seconde concerne la mise en conformation des

protéines avec les mécanismes de dégradation des protéines mal conformées. La troisieme
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semble impliquer le transport du fer et enfin la derniere voie concernerait les mitochondries

dont les résultats vont étre discutés ci-dessous.

b) Impact de la restriction calorigue maternelle sur le fonctionnement mitochondrial

Dans notre étude, 18 % des protéines identifiées ont une origine mitochondriale, ce qui
en fait le 2" compartiment subcellulaire le plus affecté par la dénutrition maternelle. A ce
jour, tres peu détudes se sont intéressées a l'implication des mitochondries dans le
fonctionnement placentaire et la croissance feetale. Cependant, il existe de nombreuses études
sur I'impact de la restriction calorique sur le fonctionnement mitochondrial notamment dans le

cadre de recherches sur le vieillissement et la longévité.

En effet, dans de nombreuses espéces, une restriction calorique modérée durant une
période prolongée est capable d'augmenter significativement l'espérance de vie (Masoro,
2005). Chez le rongeur, une restriction de 30 a 60 %, induite dés le début de la vie, augmente
proportionellement la longévité de 30 a 60 % tandis qu'une autre, débutée a I'age de 12 mois,
ne I'étend que de 10 a 20 % (Weindruch et Walford, 1982). Des expériences ont montré que la
dénutrition augmente la durée de vie principalement en prévenant et/ou en retardant
I'apparition de pathologies chroniques (Masoro, 2005). Actuellement, le vieillissement est
expliqué par de nombreux auteurs par la théorie mitochondriale du vieillissement, qui
implique que les ROS produites par la chaine respiratoire lors de la production d'ATP, vont
causer des dommages cellulaires, qui seraient responsables de la sénescence (Harman, 1972).
L'action de la restriction calorique sur la longévité semble étre corrélée dans différents
organes, a une diminution du stress oxydant par une réduction de la production de ROS par
les mitochondries mais aussi par une augmentation de l'activité des enzymes antioxydantes
(Gredilla et al., 2001 ; Sreekumar et al., 2002 ; Bevilacqua et al., 2004). Ces phénoménes
pourraient étre présents dans nos placentas FR30 issus de mére dénutries puisque nous avons
observé une forte augmentation de la peroxiredoxine 1 dans nos placentas issus de mere
dénutries. La production de peroxyde d'hydrogene a partir d'un enrichissement mitochondrial
semble également étre diminuée dans les placentas FR30 (donnée non montrée). Cependant,
ces résultats sont préliminaires et donc a interpréter avec précaution. Ceci d'autant plus, que la

dénutrition durant la gestation est connue pour provoquer une hausse des taux circulants de
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glucocorticoides qui sont capables d'induire une diminution des défenses antioxydantes du
placenta (Stark et al., 2011).

Dans notre étude, nous nous sommes plus particulierement intéressé a l'aspect
bioénergétique des mitochondries dans la croissance feetale. En effet, la mitochondrie va étre
responsable de la production d’ATP, dont le r6le au niveau du placenta va étre capital
notamment dans les mécanismes de transport ATP-dépendant de molécules nécessaire a la
croissance du feetus (Bhattacharjee et al., 2010). Dans un premier temps, nous avons constaté
que la dénutrition maternelle induit une forte augmentation du nombre de copie d'ADN
mitochondrial (ADNmt). Ce résultat est d'autant plus intéressant qu'il a été montré réecemment
que le poids du feetus est inversement corrélé a la quantité d’ADNmt dans le placenta humain,
ce qui suggére un réle important des mitochondries dans la croissance feetale (Lattuada et al.,
2008). La restriction calorique montre des résultats similaires au niveau de 'ADNmt associes
a une forte biogenése mitochondriale dans le muscle chez I'Homme (L6pez-Lluch et al., 2006
; Civitarese et al., 2007). C'est pourquoi, nous avons étudié I'expression de 3 facteurs
impliqués a la fois dans la réplication de 'ADNmt et dans la biogenese des mitochondries :
le nuclear respiratory factor 1 (NRF-1), le transcription factor A mitochondrial (TFAM) et le
peroxisome proliferator activator receptor y coactivator-1la (PGC-1a) (Hock et Kralli, 2009).
Nous avons observé une augmentation de I'expression génique de ces 3 facteurs, ce qui
suggere une biogenése mitochondriale accrue dans les placentas FR30. L'ADNmt codant
principalement des protéines impliquées dans la chaine respiratoire et dans I'ATP synthase,
nous avons émis I'hypothese que des modulations de la quantité d’ADNmt et probablement de
la biogenése mitochondriale pourraient avoir des conséquences bioénergétiques sur la
production d'ATP globale et sur son efficacité de synthése. C'est pourquoi, nous avons mesuré
par qRT-PCR et western blot, I'expression de différentes protéines impliquées dans la chaine
respiratoire et la synthése de I'ATP. Nous avons pu mettre en évidence que la dénutrition
maternelle induit des modulations d'expression uniquement au niveau des protéines codées
par 'ADNmt. Ce résultat peut en partie étre expliqué par les modulations d'expression des
facteurs NRF-1, TFAM et PGC-1a, qui interviennent fortement dans la transcription des
génes mitochondriaux (Hock et Kralli, 2009).

L'ensemble de ces résultats suggére que les mitochondries placentaires des animaux
FR30 pourraient présenter des perturbations fonctionnelles au niveau de l'activité de leur
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Figure 13 : Représentation schématique de la production d'ATP et de ROS par les
mitochondries. La chaine respiratoire est constituée d'un ensemble de complexes multi-
protéiques situés dans la membrane interne des mitochondries, dont le but est de produire de
I'énergie sous forme d'ATP. Pour cela, on observe une réoxydation des cofacteurs reduits,
NADH,H" et FADHj, issus du métabolisme. Ces molécules réduites vont céder 2 électrons a
un systéme de transporteur : le complexe | pour le NADH,H" et le complexe Il pour le
FADH,. Ces électrons seront amenés par une cascade d'oxydo-réduction jusqu'a I'accepteur
final qui est I'oxygéne. Cette cascade va ainsi produire de I'énergie qui sera utilisée pour créer
un gradient électrochimique de proton dans I'espace inter-membranaire de la mitochondrie et
qui servira pour la synthese de I'ATP via I'ATP synthase (ATPS). Les complexes | et Ill
peuvent également étre a l'origine de la production de ROS. Les complexes (C) sont annotés
de C-1 & C-1V. Q : coenzyme Q ; Cyt : cytochrome C ; NADH,H" : nicotinamide adénine
dinucléotide forme réduite ; NAD" : nicotinamide adénine dinucléotide forme oxydée ;
FADH; : flavine adénine dinucléotide forme réduite ; FAD : flavine adénine dinucléotide
forme oxydée ; H" : proton ; e": électron.
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chaine respiratoire et in fine de la synthese de I'ATP. Afin de Vérifier cette hypothese, nous
avons effectué des mesures mitochondriales par respirométrie a haute résolution. Cette
technique permet de mesurer la consommation d'oxygene au niveau du complexe 1V de la
chaine respiratoire mitochondriale, en présence de différents substrats et/ou d'inhibiteurs des
complexes de la chaine respiratoire (Figure 13). La consommation d'oxygéne observée va
ainsi refléter l'activité de ces complexes. Par cette technique, nous avons pu observer que la
consommation en oxygene des mitochondries FR30 est plus importante lorsque le gradient
électrochimique de proton est généré en présence de substrat du complexe I, mais elle reste
cependant inchangé en présence de substrat du complexe Il. Ce résultat suggére qu'en
présence d'une méme quantité de substrat, I'efficacité du complexe | a enrichir I'espace inter-
membranaire mitochondrial en protons (force protomotrice) est plus grande, ce qui devrait
permettre, au final, une plus grande capacité de synthése d'ATP via I'ATP synthase.
Ce résultat a été confirmé par la mesure du ratio du contréle respiratoire [ou respiratory
control ratio (RCR)], qui est obtenu en divisant la consommation d'oxygene durant le stade 3
(c'est a dire en présence de substrats du complexe | et d'ADP, permettant ainsi le couplage de
la phosphorylation oxydative) par la consommation d'oxygéne au stade 2 (en présence de
substrat du complexe | uniquement). Le RCR est ainsi le reflet du couplage de la
phosphorylation oxydative et donc de I'efficacité de la synthése d'ATP par I'ATP synthase.

L'efficacité de I'ATP synthase varie soit par la modification de la force protomotrice
(découplage extrinséque) soit par la modulation de I'efficacité de pompage des protons par
I'ATP synthase elle-méme (découplage intrinseque). Dans la suite de notre étude, nous nous
sommes tout particulierement intéressés au découplage extrinseque. Ce découplage
correspond a une augmentation de la perméabilité membranaire aux protons qui diminue le
gradient électrochimique généré pas la chaine respiratoire. La "fuite" de protons, a l'origine de
ce découplage, peut étre de 2 types : basale ou inductible. On parle de fuite basale lorsqu'une
partie des protons pompés par la chaine respiratoire retourne dans la matrice mitochondriale
par simple diffusion au travers de la membrane interne et ne sert donc pas pour la
phosphorylation de I'ADP. Cette fuite est importante puisqu'elle serait responsable de 33 % de
la respiration basale mitochondriale dans les hépatocytes et représenterait environs 20 % du
métabolisme de base chez le rat (Brand et al., 1994 ; Rolfe et Brown, 1997). La fuite
inductible est quant a elle produite par des transporteurs protéiques de protons comme les
membres de la famille des protéines découplantes [ou uncoupling proteins (UCP)]. A ce jour,

-107 -



Partie 1: Protéomique placentaire

seul l'expression d'UCP2 avait été décrite dans le placenta notamment chez le mouton
(Gnanalingham et al., 2007). Dans les placentas FR30, nous avons retrouve, par qRT-PCR,
les transcrits de différents membres des UCP et notamment les ARNm des protéines UCP2,
UCP3 et UCP5. Ces résultats sont intéressants car I'expression d'UCP3 avait été jusque la
décrite majoritairement au niveau du muscle squelettique et plus minoritairement dans le cceur
et le tissu adipeux brun (Boss et al., 1997). De méme, l'expression d'UCP5 avait été
principalement rapportée dans le systéme nerveux central (Sanchis et al., 1998). La fonction
de ces UCP n'est pas clairement comprise. Cependant il a été montré que des souris dont le
géne codant soit pour UCP2 soit pour UCP3 a été inactivé, présentent une production de ROS
plus conséquente, ce qui suggére un rble de ces protéines dans le contréle du stress oxydatif
(Arsenijevic et al., 2000 ; Vidal-Puig et al., 2000). Dans notre étude, nous avons pu constater
qu'UCP2 est la forme la plus exprimée dans le placenta et que seule son expression est
modulée dans le groupe FR30. Cette observation pourrait impliquer des effets liés a la
dénutrition mais aussi I'exposition du placenta aux hormones glucocorticoides. En effet, une
restriction calorique modérée augmente I'expression placentaire d'UCP2 chez le mouton
(Yiallourides et al., 2009) tandis qu'un traitement a la déxaméthasone au contraire l'inhibe
(Jones et al., 2010b). Il est également possible que la diminution d'expression d'UCP2 que
nous observons dans notre modéle soit, comme il a été montré au niveau du tissu adipeux
brun du feetus, due a la diminution de la leptinémie de nos rates dénutries qui représente un
autre facteur capable de moduler ces protéines (Gnanalingham et al., 2005). Au final, cette
diminution d'UCP2 devrait réduire en partie la fuite de proton au sein des mitochondries dans
les placentas FR30, ce qui pourrait impliquer une augmentation du RCR et donc de l'efficacité
de production d'ATP par les mitochondries placentaires en cas de dénutrition.

Nous nous sommes également intéressés au transport cellulaire de I'ATP dans les
placentas FR30. Celui-ci implique notamment les membres de la famille des adenine
nucleotide translocase (ANT). Ces protéines permettent I'échange des nucléotides
adényliques (ATP et ADP) entre la matrice mitochondriale et le cytosol cellulaire. Chez les
rongeurs, il existe 2 principales formes d'ANT, dénommés ANT1 et ANT2. L'ANT1 est
exprimée ubiquitairement ou elle favorise le transfert de I'ATP nouvellement synthétisé par
I'ATP synthase, vers le cytosol (Stepien et al., 1992). L'ANT2 est, quant a elle, beaucoup
moins retrouvée et semble exprimée plus particulierement dans les cellules en prolifération et
dans les tissus a activité glycolytique marquée comme le foie. Le role de cette isoforme serait
inverse a celui de I'ANT1 puisqu'elle assurerait le transport de I'ATP produit lors de la
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glycolyse vers la matrice mitochondriale (Giraud et al., 1998). Il est donc particuliérement
intéressant de constater dans notre modele, une augmentation de I'expression d'ANT1
associée a une diminution d'’ANT2 permettant donc de favoriser la disponibilité cytosolique
de I'ATP nouvellement formé, que ce soit via la mitochondrie ou via la glycolyse, dans le but
de favoriser le maintien des fonctions cellulaires placentaires. Ce phénoméne de plasticité
fonctionnelle impliquant la mitochondrie en situation de sous-nutrition n'a, a notre

connaissance, jamais été démontré dans le placenta.

L'ensemble de nos données suggérent qu'en cas de dénutrition et/ou RCIU, les
placentas vont adapter leur métabolisme énergétique dans le but d'optimiser la production
d'ATP placentaire. Cependant, le dosage des taux d'ATP et d’/ADP globaux dans les placentas
FR30, a mis en évidence qu'en dépit de ces changements moléculaires et fonctionnels, cette
réorganisation bioénergétique n'est pas suffisante pour maintenir une quantité optimale d'ATP
placentaire. La réduction des taux d'ATP formés pourrait en partie s'expliquer par la sévérité
du régime alimentaire des animaux du groupe FR30. Au final, de par la réduction du taux de
nutriments circulants dans le compartiment maternel mais aussi de par la probable réduction
des capacités de transport ATP-dépendants transplacentaire, le régime FR30 induit une
profonde restriction de la croissance feeto-placentaire. Nos données démontrent pour la
premiére fois que les mitochondries placentaires pourraient étre impliquées directement dans

des pathologies associées a des perturbations de la croissance feetale.
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Partie 2 : Approche ciblée

Objectifs

En parallele de [I'étude protéomique des placentas issus de rates dénutries
(groupe FR30), nous avons réalisé une étude plus ciblée sur certains facteurs considérés
comme plus atypiques et qui pourraient également participer au développement
feeto-placentaire. Cette seconde partie va ainsi se subdiviser en deux chapitres différents
puisque ces etudes ont utilisé des modeles de restriction calorique différents. Ces chapitres
comprennent également une partie clinique avec I'évaluation de ces facteurs dans différents
échantillons de placentas et plus particulierement de fragments de villosités placentaires
humaines provenant de grossesses normales et pathologiques.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a l'expression d'une
neurotrophine : le Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) dans un organe totalement
dépourvu de terminaisons nerveuses qu'est le placenta, ainsi qu'a son éventuelle implication

dans le contrdle de la croissance feeto-placentaire.

Ensuite, le dernier chapitre de cette these comprendra une étude plus globale d'un
peptide : I'apéline, dont la recherche sur sa fonction sur le systeme cardio-vasculaire et sur le
métabolisme est en plein essor mais qui reste encore largement inexplorée concernant sa

probable implication sur le développement feeto-placentaire.
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Pro-BDNF
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Figure 14 : Représentation schématique des interactions du pro-BDNF/BDNF avec ses
récepteurs chez le rongeur. Les liaisons ligand-récepteurs de fortes affinités sont
représentées avec des fleches pleines, tandis que celles de plus faibles affinitées sont
symbolisées par des fleches pointillées. Bien qu'il existe des hétérodimérisations entre les
différents récepteurs, celles-ci ne sont pas représentées pour des raisons de clarteé.
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I. BDNEF et ses récepteurs

a) _Description et biosynthese

Le Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) est un membre de la famille des
neurotrophines, c'est a dire, une famille de polypeptides responsables majoritairement de la
croissance et de la survie des neurones lors du développement mais aussi du contrdle des
activités des neurones matures a I'age adulte. Cette neurotrophine fut isolée pour la 1% fois a
partir de cerveau de porc (Barde et al., 1982) et son gene fut ensuite cloné en 1990 (Jones et
Reichardt, 1990). Chez I'Homme, ce géne code une préproprotéine de 247 acides aminés
(AA). Apres, avoir été transcrit au niveau du réticulum endoplasmique, la préproproteine est
ensuite secrétée suivant la voie constitutive ou selon la voie régulée de sécrétion (Mowla et
al., 1999). Une fois dans le milieu extracellulaire, le pro-BDNF est ensuite clivé en une forme
mature de 119 AA par une sérine protéase de type plasmine ou par des métalloprotéinases
matricielles comme MMP7 et MMP3 (Lee et al., 2001). Une autre étude a également montré
que la maturation du pro-BDNF peut s'effectuer lors de la voie intracellulaire de sécrétion via
des enzymes de type furine (Mowla et al., 2001a). L'action du BDNF mature s'effectue
ensuite via 2 types de récepteurs : les récepteurs "Tropomyosin related kinase" de type B
(TrkB) et le récepteur p75 neurotrophin receptor (p75" 7).

Le BDNF ayant une plus forte affinité pour les récepteurs TrkB, la majeure partie de
son action biologique s'effectue via celui-ci. La fixation du BDNF mature sur le TrkB va
provoquer sa dimérisation puis la phosphorylation et l'activation des domaines tyrosines
kinases cytosoliques, ce qui initie une cascade de signalisation intracellulaire. Il existe
différentes isoformes de TrkB qui sont issues de I'épissage alternatif de son ARN messager.
Ceci génére trois sous-types de récepteurs de longueur différente : le récepteur de grande
taille et de pleine activité (TrkB-FL) et deux formes tronquées de plus petite taille (TrkB-T1
et TrkB-T2). Bien que ces dernieres soient tronquées au niveau de la partie catalytique
intracellulaire, ces formes sont également biologiquement actives (Figure 14) (Baxter et al.,
1997). En effet, l'activation du récepteur TrkB-T1 a été décrite pour induire une activation de
la voie de signalisation de type calcium dépendante associée a l'inositol-1, 4, 5-triphosphate
sans pour autant que son réle exact n'ait été décrit (Rose et al., 2003). Longtemps,

le pro-BDNF a été considéré comme inactif. Des données plus récentes ont montré que le
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Figure 15 : Distribution tissulaire du BDNF et de ses récepteurs chez le rat.
Cette distribution a éte effectuée par RT-PCR dans le laboratoire sur des tissus adultes ou
provenant de l'unité feeto-placentaire au 21°™ jour embryonnaire (E21). La cyclophiline B a
éte utilisee comme témoin interne.
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pro-BDNF est capable de promouvoir également l'autophosphorylation du récepteur TrkB
(Mowla et al., 2001b). Cependant, le pro-BDNF se fixe et active avec une plus grande affinité

le récepteur p75"'R

(Lee et al., 2001). Un niveau de complexité supplémentaire a été
récemment suggéré par la mise en évidence d'une hétérodimeérisation entre le

récepteur p75""" et le récepteur TrkB (Michaelsen et al., 2010).

b) Distribution tissulaire

Dans chaque espéce, I'expression de 'ARNm du BDNF se situe principalement au
niveau du systeme nerveux central et de la moelle épiniére (Figure 15). Cependant,
son expression n'est pas strictement restreinte aux tissus nerveux. Comme le montre la
figure 15, le muscle squelettique, les systémes cardio-respiratoires ou encore de nombreux
éléments de l'unité feeto-placentaire expriment également cette neurotrophine. Chez 'Homme,
une grande quantité de BDNF a été également retrouvée au niveau de la rate (Yamamoto et
al., 1996).

Chez le rat, les récepteurs TrkB-FL et TrkB-T2 ont une distribution d'expression
tissulaire similaire a celle du BDNF. Leurs ARNm sont largement retrouvés au niveau du
systeme nerveux central et plus minoritairement dans les organes périphériques comme
le tissu adipeux ou encore les testicules (Figure 15). L'isoforme TrkB-T1 est quant a elle plus
largement exprimée dans les tissus chez le rat et 'Homme mais sa distribution cellulaire est
plus complexe (Yamamoto et al., 1996). En effet, bien que la forme longue de TrkB soit
majoritairement retrouvée dans les neurones, la forme tronquée TrkB-T1 semble présente
uniquement dans les cellules non neuronales et plus particulierement dans les cellules gliales
qui expriment le récepteur TrkB-FL (Armanini et al., 1995). En ce qui concerne le récepteur
p75""R, celui-ci semble étre exprimé dans la plupart des organes mais a des taux plus faibles
(Figure 15). L'ensemble de ces résultats suggérent donc que le BDNF possede des fonctions
physiologiques bien plus larges que la seule fonction neuronale décrite pour cette

neurotrophine.

c) Réqgulation de I'activité du BDNF

Le BDNF possedant des fonctions trés diverses, une régulation fine de son action
biologique est donc nécessaire. Le premier type de régulation est d'abord, lié a la structure du
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géne du BDNF. Une récente étude a disséqué ce gene chez I'Homme et a montré une structure
trés complexe avec 11 exons dont un seul code pour la protéine complete (Pruunsild et al.,
2007). Les 10 autres exons, situés dans la région 5' non codante, sont chacun sous le contréle
de promoteurs et qui générent différents épissages alternatifs codant pour la méme protéine.
Chaque promoteur répondant a des stimuli différents, cette structure génique complexe
aboutit a une régulation fine de I'expression du BDNF suivant l'organe ou le type cellulaire
concerné. En effet, Pruunsild et ses collaborateurs ont montré que chacun des transcrits ainsi
générés possede sa propre distribution tissulaire (Pruunsild et al., 2007). Un second type de
régulation se fait par l'intermédiaire de l'expression d'un ARN antisens qui inhiberait
I'expression des ARN messagers. Cependant, ce systeme de régulation semble spécifique a
I'Homme puisqu'il n'a pas été retrouvé ni chez les rongeurs (Aid et al., 2007), ni chez d'autres
primates (Liu et al., 2005). Enfin, I'expression du BDNF semble également soumise a des
régulations épigénétiques puisque sa synthése dans les neurones chez la souris est corrélée

avec une diminution de la méthylation de son géne (Martinowich et al., 2003).

Les récepteurs du BDNF vont également jouer un réle fondamental dans la régulation
de son activité. Ainsi, il a été suggéré que les formes tronquées du récepteur TrkB pourraient
agir comme des piéges moléculaires qui réguleraient la disponibilité locale en neurotrophine
(Biffo et al., 1995) ou qu'elles pourraient diminuer l'activité du récepteur TrkB-FL par
hétérodimérisation (Figure 14) (Haapasalo et al., 2001).

Enfin, l'un des derniers mécanismes de régulation du BDNF réside dans le fait
qu'il existe 2 formes de BDNF extracellulaire : le pro-BDNF et le BDNF mature. La forme
mature se fixe préférentiellement aux récepteurs TrkB, tandis que le pro-BDNF possede une

plus forte affinité pour le récepteur p75" ' °

(Lee et al.,, 2001). La distinction entre ces
isoformes est importante puisque le TrkB va essentiellement promouvoir la survie neuronale
via la voie des MAP-kinases (Kaplan et Miller, 2000), tandis que l'activation de p75"'"
résulte en l'activation des voies de signalisation pro-apoptotique (Teng et al., 2005).
Le concept nommé "modéle yin et yang des neurotrophines" résume ainsi la capacité du
BDNF et plus généralement des neurotrophines a produire un effet diamétralement opposé sur
la survie et la mort cellulaire au sein d'une méme cellule (Lu et al., 2005). De ce fait,
la régulation de l'expression des différents récepteurs au sein des cellules, ainsi que les
mecanismes de maturation protéolytique du BDNF vont jouer un réle prépondérant. Il a,

NTR
5)

par exemple, été démontré que le récepteur p7 peut étre dynamiquement régulé par des
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Iésions dans le systeme nerveux et peut induire I'apoptose des cellules endommagées (Beattie
et al., 2002).
d) _Fonction Physiologigue du BDNF

i Au niveau du systéme nerveux central

Le BDNF a un r6le important, et ce, tres tot durant le développement d'un individu
puisqu'il joue un réle important dans la plupart des processus intervenant dans le
développement et la maturation du systéme nerveux central, notamment dans la prolifération
et la migration neuronale, la guidance axonale, la formation des synapses ainsi que la
production de neurotransmetteurs et de neuropeptides (Tapia-Arancibia et al., 2004). Ainsi,
un taux maximal de BDNF a été montré au niveau de I'hypothalamus chez le rat lors du
7™ jour postnatal, période correspondant & une forte organisation neuronale aboutissant par
exemple au développement des connexions impliquées dans la régulation de la prise

alimentaire (Silhol et al., 2005).

Bien qu'initialement connue pour son action sur le développement néonatal, de
grandes concentrations de cette neurotrophine persistent dans le cerveau du rat adulte, ce qui
suggére que le BDNF possede un rdle important tout au long de la vie (Silhol et al., 2005).
Le BDNF semble étre impliqué dans la neurogenese de nouvelles cellules, qui pourrait
remplacer celles perdues aprés une lésion cérébrale (Pencea et al., 2001). De plus, le BDNF
semble également jouer un role important au niveau de I'hippocampe dans les mécanismes

d'apprentissage et de mémorisation a long terme (Lynch et al., 2008).

ii.  Fonctions périphériques et actions non-neurotrophigues du BDNF

L'expression du BDNF et/ou de ses récepteurs dans des tissus non-neuronaux
(Figure 15), suggére que cette neurotrophine peut avoir d'autres fonctions physiologiques. Il a
par exemple été suggéré que le BDNF interviendrait dans la régulation de la prolifération des
cellules germinales testiculaires (Robinson et al., 2003). Il y a également d'autres données qui
montrent que le BDNF joue aussi un réle dans la fonction intestinale. Par exemple, le BDNF

intervient, au niveau du colon chez le rat, dans la genese du mouvement péristaltique, via des
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modulations de l'activité neuronale et de la communication synaptique entérique (Boesmans
et al., 2008).

Le BDNF intervient également dans le métabolisme. Il a été démontré que cette
neurotrophine normalise les taux plasmatiques de glucose chez les souris déficientes en
récepteurs B de la leptine (Nakagawa et al., 2000). Cet effet semble étre li€ a une
augmentation de l'utilisation du glucose dans le muscle et dans le tissu adipeux brun
(Yamanaka et al., 2007b). De plus, il a également été montré que l'effet antidiabétique du
BDNF serait li€é a son action sur l'expression des hormones pancréatiques. Ainsi, I'injection
sous-cutanée de BDNF augmente les taux pancréatiques d'insuline (Yamanaka et al., 2007a)
et diminue ceux du glucagon (Hanyu et al., 2003), ce qui stimule au final la captation du
glucose par les organes périphériques.

De nombreuses données suggérent également que le BDNF intervient dans la
régulation de la prise alimentaire. 1l a été décrit que l'injection centrale de BDNF dans le
ventricule latéral chez le rat induit une perte de poids ainsi qu'une diminution de I'appétit de
facon dose dépendante (Pelleymounter et al., 1995). De plus, ces auteurs ont rapporté que la
perfusion directe de BDNF dans I'nypothalamus diminue la prise alimentaire, ce qui indique
que cette neurotrophine pourrait interagir avec les noyaux hypothalamiques impliqués dans la
régulation de ce comportement. D'autres études ont également montré que l'injection sous-
cutanée de BDNF diminue I'appétit chez la souris (Hanyu et al., 2003). En lien avec ces
derniéres données, des souris déficientes hétérozygotes en BDNF présentent une hyperphagie
qui s'accompagne chez le jeune adulte d'une prise de poids importante (Lyons et al., 1999).
Plus récemment, d'autres auteurs ont montré que la délétion du géne du BDNF,
spécifiquement dans les noyaux ventro-médian et dorso-médian hypothalamiques, résulte en
une hyperphagie conduisant & une obeésité chez des souris adultes (Unger et al., 2007). L'effet
du BDNF sur la prise alimentaire a été confirmé chez I'Homme puisqu'une corrélation
positive a été montrée entre le taux circulant de BDNF et I''MC (Monteleone et al., 2004).
Ces auteurs ont également rapporté que le taux plasmatique de BDNF est fortement réduit
chez les femmes souffrant d'anorexie mentale, tandis qu'ils sont augmentés chez les femmes

obeses.

Plus récemment, il a été démontré que le BDNF ainsi que les autres neurotrophines
sont capables d'exercer une fonction angiogénique marquée, ce qui leurs ont valu la

dénomination "d'angioneurine™ (Zacchigna et al., 2008). Ainsi, le BDNF, par fixation au

-122 -



Partie 2.1: BDNF placentaire

récepteur TrkB-FL des cellules endothéliales, stimule I'angiogenése au niveau du cceur, du
muscle squelettique et de la peau (Kermani et al., 2005). Des études génétiques, chez la
souris, ont également montré que le BDNF est impliqué durant le développement et la
maintenance de la stabilité de la paroi des vaisseaux sanguins notamment au niveau cardiaque
(Kermani et Hempstead, 2007).

e) Pourguoi étudier le BDNF placentaire dans notre modele de RCIU ?

Il nous a semblé pertinent d'étudier le BDNF placentaire pour différentes raisons.
Dans un premier temps, le BDNF a un r6le important au niveau de l'angiogenése. Le placenta
étant un organe richement vascularisé et contenant a la fois le sang d'origine maternelle et
celui d'origine feetale, il est clair que des dysfonctionnements au niveau de l'angiogenése au
cours du développement du placenta peuvent avoir de lourdes conséquences sur les échanges
foeto-placentaires et donc sur la croissance du feetus. De plus, peu de choses sont connues a
propos du BDNF et de ses récepteurs au niveau du placenta et aucune étude, sur ce sujet,
n'a encore éte faite chez 'Homme. Des données récentes combinant des expérimentations
menées a la fois in vitro et in vivo chez des souris, ont démontré l'importance du BDNF dans
le développement placentaire. Ainsi, le traitement de cellules trophoblastiques placentaires
par un inhibiteur pharmacologique des récepteurs Trk : le k252a ou encore par l'injection de
I'ectodomaine TrkB blogquant le BDNF endogene, entrainent tous deux une diminution de la
prolifération des trophoblastes et augmente leur apoptose. Ces résultats ont été confirmeés
invivo chez des souris gestantes et ont clairement démontré que l'inhibition du systéme
BDNF/TrkB diminue I'épaisseur de la zone labyrinthique placentaire, ce qui a pour
conséquence de limiter les échanges feeto-placentaires et donc la croissance du foetus
(Kawamura et al., 2009).

Deuxiémement, une étude menée au laboratoire a montré qu'une diminution de la
ration alimentaire de 50 % durant la derniére semaine de gestation chez la rate, augmente la
quantité de BDNF dans I'hypothalamus des feetus a E21, et provoque une prolifération
cellulaire au niveau des certains noyaux hypothalamique impliqués dans la régulation de la
prise alimentaire (Coupé et al., 2009). Le BDNF retrouvé dans cette étude, peut avoir une
origine a la fois maternelle, feetale ou encore placentaire, puisque le BDNF est capable de
traverser la barriere foeto-placentaire (Kodomari et al., 2009). Cette derniére étude démontre
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également que les taux de BDNF peuvent étre modulés en période prénatale par une sous-
nutrition maternelle, elle-méme fréquemment associée a un risque accru de RCIU pour le

foetus.

Enfin, nous avons observé par qRT-PCR que le niveau d'expressions du BDNF
d'origine placentaire et cérébrale chez I'Homme est trés proche (données non montrées car
I'échantillonnage est faible). Ceci montre que la production du BDNF placentaire est loin
d'étre négligeable et que cette neurotrophine doit exercer des réles physiologiques importants
a l'interface feeto-maternelle. Des études ont montré que la barriére hémato-encéphalique est
immature in utero et peut laisser passer, au travers de celle-ci, le BDNF produit dans le
cerveau feetal (Poduslo et Curran, 1996) ou encore celui provenant du sang maternel
(Kodomari et al., 2009). De ce fait, il a été proposé que les taux feetaux de BDNF circulant
puissent refléter les taux dans le systeme nerveux central et donc indirectement servir d'index
de maturité cérébrale du feetus (Chouthai et al., 2003). Cependant, ces études négligent
totalement le placenta ainsi que les annexes extra-embryonnaires comme une source

potentielle et conséquente de BDNF dans l'unité feeto-placentaire.

f) Obijectifs

Dans cette étude, nous nous sommes, dans un premier temps, intéressé a I'étude de
I'expression placentaire du systeme BDNF/TrkB par qRT-PCR chez 'Homme dans le cadre
de grossesses présentant des croissances feetales altérées comme le RCIU ou encore la
macrosomie. Puisque l'expression de ce couple est altérée lors d'altérations de la croissance
feetale, nous avons utilisé un modéle de RCIU précédemment utilisé au laboratoire et qui
consiste en une réduction de 50 % la ration alimentaire journaliére des rates durant la derniére

semaine de gestation uniquement.
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Article : Placental BDNF/TrkB signaling system is modulated by fetal growth
disturbances in rat and human 1/7

Mayeur S., Silhol M., Moitrot E., Barbaux S., Breton C., Gabory A.,Vaiman D., Dutriez-
Casteloot I., Fajardy 1., Vambergue A., Tapia-Arancibia L., Bastide B., Storme L., Junien C.,
Vieau D., Lesage J.

Placenta 31:785-791, 2010.
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Il. Discussion

Notre étude a permis d'apporter de nouveaux arguments renforcant I'importance du
BDNF produit par le placenta sur le contréle de la croissance feetale. Dans cette discussion,
je discuterai plus particulierement de I'importance de la localisation du couple BDNF/TrkB
dans le but de déterminer son hypothétique fonction au niveau du placenta, mais aussi son
réle potentiel dans la croissance feetale et le concept de programmation de pathologies.

a) La localisation de cette neurotrophine nous permet-elle de déterminer sa fonction ?

La faible quantité d'études sur le BDNF placentaire ne nous permet pas de déterminer
clairement sa fonction mais plutét d'émettre des hypotheses. L'expérience d'hybridation
in situ, chez le rat, a montré pour la premiere fois, la localisation du BDNF et des récepteurs
TrkB dans le placenta. L'ARNmM du BDNF est détecté principalement dans la decidua qui est
la zone d'implantation du placenta dans I'utérus. Les récepteurs TrkB sont exprimes au niveau
de la decidua et du trophospongium. Cette derniere est une zone importante du placenta car
elle est un site de production de nombreuses hormones placentaires telles que les IGF par
exemple (Forbes et Westwood, 2008). L'expression du BDNF et de ses récepteurs a ces
niveaux pourrait ainsi suggérer une action du BDNF sur I'expression de ces hormones et
indirectement participer au contréle de la croissance feetale. De plus, la decidua et le
trophospongium sont des zones du placenta traversées chez le rongeur par une ou plusieurs
arteres maternelles centrales et par de nombreuses veines maternelles périphériques
(Georgiades et al., 2002). De par son action pro-angiogénique, le couple BDNF/TrkB produit
dans cette zone, pourrait également intervenir sur le développement et la croissance des
vaisseaux sanguins placentaires maternels comme cela a été montré dans d'autres tissus
(Zacchigna et al., 2008). Cette action pouvant se faire au niveau des cellules endothéliales
comme il a été précédemment décrit dans le placenta humain a terme (Leach et al., 1994),
ou encore sur les cellules trophoblastiques (Kawamura et al., 2009). On peut aussi émettre
I'nypothese que la localisation dans cette zone permette au systéme BDNF/TrkB d'étre
impliqué dans le phénomeéne d'invasion trophoblastique du placenta. Ce processus a lieu en
début de grossesse et implique les cellules trophoblastiques placentaires qui vont se comporter
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Face feetale

Face maternelle

Figure 16 : Représentation schématique de I'invasion trophoblastique durant
le 1°" trimestre chez la femme enceinte. 1 : syncytiotrophoblastes ; 2 : cytotrophoblastes ;
3: cellules endotheliales ; 4 : cellules musculaires lisses ; 5 : artére maternelle ;
6 : cytotrophoblaste endovasculaire.

D'aprés http://www.embryology.ch/francais/fplacenta/villosite03.html.
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comme des cellules "pseudo-tumorales” et envahir I'endometre grace a la sécrétion d'enzymes
a activité protéolytique agissant sur la matrice extracellulaire telles que des métalloprotéinases
matricielles (Anin et al., 2004). Au cours de ce phénomene, ces cellules vont migrer vers la
paroi des vaisseaux maternels, ce qui conduit & la destruction des cellules musculaires lisses
par un mécanisme encore peu compris et résulte au final en un remplacement partiel des
cellules endothéliales par des cellules trophoblastiques (Figure 16) (Georgiades et al., 2002).
Cette transformation de la paroi vasculaire va ainsi donner de I'élasticité a ces vaisseaux
provoquant leur élargissement. De plus, ces vaisseaux ne possédant plus de cellules
musculaires lisses, ils ne seront plus capables de répondre aux signaux vasomoteurs provenant
de la mére (Georgiades et al., 2002). Ce processus physiologique permet l'adaptation de la
vascularisation de l'unité feeto-placentaire a la croissance rapide du feetus en augmentant de
maniére considérable le flux sanguin entrant dans le placenta. Il a d'ailleurs été montré qu'une
défaillance de ces processus est retrouvée dans des placentas associés a un RCIU (Khong et
al., 1986). Les mécanismes de régulation de l'invasion trophoblastique restent encore peu
connus et semblent étre en partie, sous le contréle de cytokines sécrétées par les cellules
natural killer utérines (Knofler et al., 2008). De par l'action sur la prolifération cellulaire du
couple BDNF/TrkB sur les trophoblastes (Kawamura et al., 2009), il nous semble donc
envisageable que cette neurotrophine puisse participer au contréle de [l'invasion
trophoblastique.

b) Le couple BDNF/TrkB contribue-t-il a la croissance feetale ?

Dans notre étude, nous avons montré que le BDNF et son récepteur TrkB sont
modulés au niveau du placenta lors daltérations de croissance feetale. Toutefois,
ces modulations restent difficiles & interpréter quant a leurs implications précises dans la
croissance feetale au vu du faible nombre d'études traitant de ce sujet, et de par le fait que ces
variations sont opposées lorsque l'on passe du rat a I'Homme. Ces différences pourraient
s'expliquer par des fonctions différentes du BDNF placentaire entre ces deux especes. On peut
aussi signaler qu'au niveau génétique, les études de polymorphisme, ne montrent pas de clair
impact du BDNF sur la croissance feetale. En effet, Kilpelainen et ses collaborateurs n‘ont pas
trouvé de corrélation entre un polymorphisme génique au niveau du BDNF et le poids de
naissance (Kilpeldinen et al., 2011), tandis que Morgan et ses collaborateurs ont montré le
contraire (Morgan et al., 2010). Cependant, l'analyse de sang de cordon ombilical a la
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naissance chez I'Homme a permis de montrer une corrélation inverse entre le taux de BDNF
et le poids de naissance (Wang et Ye, 2008). Ce résultat est concordant avec notre étude
puisque l'expression génique placentaire est augmentée chez I'Homme lors du RCIU. Afin de
définir plus précisément I'impact de cette neurotrophine sur la croissance feetale, différentes
expérimentations animales pourraient étre effectuées en utilisant par exemple des pompes
osmotiques permettant la diffusion de BDNF ou de son inhibiteur : le k252a, durant la phase

ou la croissance foetale est maximale.

Au final, nos résultats suggerent que le BDNF pourrait étre un acteur de la croissance
feeto-placentaire. Dans le cadre de ma these, ces résultats ont été discutés dans une revue
d'hypothéses médicales relative a I'impact de la famille des neurotrophines sur la croissance
feetale (Mayeur et al., 2011). Celle-ci est incluse ci-contre.
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HZN-| preproapelin 1-77 |

HN-| apelin-36 (42-77) | - COOH

2
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[ apelin42-76 1+[Phe]  H.N-[ apelin-17(61-77)] - COOH
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Figure 17 : Synthése et métabolisme de I'apéline. Les peptides biologiquement actifs sont
en gris (les peptides les plus actifs étant les plus courts). QC : glutaminyl cyclase ; ACE2 :
angiotensin-converting enzyme-2 ; P-Glu : résidu pyroglutamate ; Phe : phénylalanine.
Adaptée de (Bettowski, 2006).
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I. Le systeme apélinergique

a) Description et biosynthese

C'est grace a une technique dite de "péche a la ligne" a partir d'une banque génomique
humaine, c'est a dire une méthodologie basée sur I'utilisation d'amorces dégénérées localisées
dans des séquences plus ou moins conservées des régions transmembranaire de la famille
des récepteurs couplés aux protéines G, que fut identifié et cloné le géne APJ (O’Dowd et al.,
1993). Chez I'Homme, la protéine APJ est formé par 380 AA et montre une forte homologie
avec le récepteur de type 1 des angiotensines (AT-1), soit 31 % sur la séquence globale et
54 % pour les séquences transmembranaires. Cependant, en dépit de cette similitude,
I'angiotensine 2 n'active pas des cellules exprimant le récepteur APJ (O’Dowd et al., 1993).
Aucun ligand n'étant connu, ce récepteur fut considéré comme orphelin jusqu'en 1998.
Le ligand endogéne fut donc identifié 5 ans apres, a partir d'estomac de beeuf, au moyen de
techniques chromatographiques couplées a un systéme de criblage fondé sur la mesure des
variations du pH extracellulaire de cellules CHO exprimant le récepteur APJ humain
(Tatemoto et al., 1998). Apres, séquencage de ce ligand, alors nommeé apéline, ces auteurs ont
cloné son géne et montré qu'il code pour une préproprotéine de 77 AA contenant un peptide
signal de sécrétion et un peptide actif de 36 AA appelé apéline (42-77) ou apéline-36 dont
l'alignement de séquences en AA montre une trés forte homologie entre les différentes
especes et une conservation stricte des 17 AA C-terminaux (Figure 17). Ces auteurs ont enfin
montré que l'apéline-36 est capable d'étre maturée afin de générer des peptides C-terminaux
de plus en plus courts et actifs : I'apéline (61-77) ou apéline-17 et I'apéline (65-77) ou
apéline-13. L'apéline-13 possede, a son extrémité N-terminale, un résidu glutamate qui peut
se cycliser en pyroglutamate (pGlu-apéline-13), ce qui rend le peptide moins sensible a la
dégradation par les aminopeptidases (Tatemoto et al., 1998).

Les mécanismes de maturation de l'apéline ne sont pas bien connus. Cependant, les
clivages s'effectuent en aval de deux doublets basiques d'arginine. Récemment, il a été
également montré que les différents peptides de I'apéline peuvent, sous l'action de
I'angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2), perdre leurs résidus phénylalnines C-terminaux
(Vickers et al., 2002). Ce clivage semble étre un moyen de régulation de I'activité de I'apéline
puisqu'il aboutit a l'inactivation de son action sur le récepteur APJ (De Mota et al., 2000).
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Tableau 6 : Distribution tissulaire de 'ARNm de l'apéline et APJ chez le rat, la souris et

I'Homme. D'aprés (Kleinz et Davenport, 2005).

APJ Apéline

Rat Souris  Humain Rat Souris  Humain
Cerveau ++ + +++ + +++ ++
Cervelet + + + +
Hypophyse + + n it
Moelle épiniere +++ ++ + ++ ++
Surrénales + +
Thyroide ++
Rate - + +++ - +
Thymus + + -
Ceeur ++ +++ + ++ ++ +
Cellules endothéliales ++
Poumons +++ ++ ++ +++ ++ +
Estomac + + + )
Intestin gréle + L + i
Gros Intestin + ++ +
Foie + + - - -
Pancréas - + - +
Reins + + + + + +
Testicules + + + + ++ +
Prostate + +
Ovaires + + + + +
Utérus + + + + - .
Placenta ++ ++ 4+
Glande Mammaire + ++
Muscle squelettique ++ ++ + + + -
Tissu adipeux ++ +
Cartilage ++

L'intensité d'expression est montrée par le signe +. Le signe - symbolise une absence
d'expression et une case vide indique que la présence n'a pas été vérifiée.
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b) Distribution tissulaire

L'expression de I'apéline dans des glandes endocrines suggére qu'elle peut agir comme
une hormone. Cependant, ses taux circulants sont plutot faibles [de I'ordre du picomolaire
chez I'Homme (Azizi et al., 2008) et de I'ordre du nanomolaire chez le rat (De Mota et al.,
2004)]. En conséquent, bien que cette hormone puisse agir a distance via la circulation
sanguine, il semble probable qu'une part importante de son action physiologique s'exerce de
facon paracrine et autocrine. L'’ARNmM de l'apéline et de son récepteur est retrouvé au niveau
du systeme nerveux central notamment dans le cerveau et le cervelet (Tableau 6).
Plus précisément, il a été montré que les neurones des noyaux paraventriculaire et
supraoptique de I'hypothalamus expriment de fortes concentrations d'APJ (Lee et al., 2000).
D'autres études ont également montré que l'expression du récepteur APJ est détectée au
niveau des neurones, des oligodendrocytes et des astrocytes mais pas dans les macrophages et
les cellules de la microglie (Choe et al., 2000).

Au niveau périphérique, le systeme apélinergique semble globalement étre exprimé,
a quelques exceptions pres, dans la plupart des organes et tissus (Tableau 6). L'ARNm de
I'apéline est retrouvé chez le rat dans I'estomac et l'intestin mais aussi dans le cceur, les reins
et le tissu adipeux (Wang et al., 2004). Il est également fortement exprimé au niveau de la
glande mammaire (Habata et al., 1999) et du poumon (Kawamata et al., 2001). Chez le rat,
I'ARNmM du récepteur APJ est retrouvé dans les organes richement vascularisés comme le
ceeur, les poumons ou encore le placenta (Hosoya et al., 2000), mais aussi dans la plupart des
tissus périphériques (Tableau 6). Toutefois, I'expression de I'apéline et de son récepteur APJ
étant fortement détectée au niveau des cellules endothéliales, une surestimation du niveau
d'expression tissulaire des quantités d'apéline et d'APJ peut aussi étre le reflet de la densité de
la vascularisation de I'organe considéré (Kleinz et Davenport, 2004 ; Masri et al., 2004 ; Kasai
et al., 2004).

La distribution tissulaire des différentes formes moléculaires d'apéline est, a ce jour,
moins décrite. On retrouve majoritairement la forme pGlu-apéline-13 dans le cerveau et en
plus faible quantité l'apéline-17 (De Mota et al., 2004). Dans le testicule et l'utérus, c'est
I'apéline-36 qui prédomine, alors que, dans la glande mammaire, on observe a la fois de
l'apéline-36 et la pGlu-apéline-13 (Kawamata et al., 2001). Enfin, l'apéline-17 et la
pGlu-apéline-13 sont les formes prédominantes d'apéline dans le plasma.
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Systéme nerveux central

Comportement alimentaire et dipsique
Réponse neuroendocrine du stress
Régulation de I’hypothalamus
Sécrétion pituitaire

Poumons

Hypertension pulmonaire

Systeme digestif

Prolifération des cellules gastriques
Sécrétagogue de la cholecystokinine

Pathologies inflammatoires chroniques

Systeme immunitaire

Co-récepteur du VIH
Production de cytokines

SIDA

Systeme vasculaire

Angiogenése
Vasodilatation

Hypertension
Athérosclérose

Ceeur

Actions inotrope et lusitrope

Infarctus du myocarde

Pancréas

Diminue la sécrétion d’insuline

Reins

Régulation hémodynamique rénale
Homéostasie des fluides

Hypertension

Tissu adipeux blanc
Différenciation des adipocytes
Obésité

Syndrome métabolique

Figure 18 : Vue globale des différentes fonctions du systeme apélinergique.
Les pathologies, auxquelles ce systeme semble exercer un rble important et pouvant
constituer une cible thérapeutique, sont indiquées en italique. Figure réalisée grace a Servier

Medical Art et adaptée de (Falcao-Pires et al., 2010).
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c) Fonction physiologigue du systéme apélinergique

Comme le montre la figure 18, I'apéline possede de nombreuses fonctions tant au
niveau central qu'en périphérie. Ainsi, dans cette partie, je me focaliserai sur les principales
fonctions de I'apéline.

i.  Au niveau du systéme nerveux central

Le systeme apélinergique est exprimé dans des structures impliquées dans I'équilibre
hydro-minéral et le comportement dipsique, c'est a dire le contr6le de la soif. L'apéline et son
récepteur sont ainsi particulierement abondants dans les noyaux supraoptique et
paraventriculaire de I'nypothalamus au sein desquels, ils sont co-localisés avec les neurones a
vasopressine (De Mota et al., 2004 ; Reaux-Le Goazigo et al., 2004). La vasopressine (AVP)
est une puissante hormone antidiurétique agissant au niveau du rein pour permettre une
réabsorption d'eau au niveau de l'urine primaire dans les canaux collecteurs; elle induit aussi
une vasoconstriction et augmente la pression artérielle. De ce fait, il a été rapidement envisagé
un possible réle du systéme apélinergique dans I'homéostasie des fluides en régulant par
exemple la libération d’AVP au niveau de la neurohypophyse. Cette hypothése fut confirmée
par la suite. En effet, I'injection d'apéline-17 par voie centrale induit une diminution rapide de
la sécrétion d'’AVP dans la circulation sanguine et entraine une diurése aqueuse chez le rat
(Reaux et al., 2001 ; De Mota et al., 2004). Il a aussi été montré dans le plasma de rat
déshydraté que l'augmentation de la sécrétion d'AVP s'accompagne d'une diminution des taux
d'apéline (De Mota et al., 2004). Enfin, il a été observé que les souris déficientes en récepteur
APJ boivent moins d'eau et possedent une capacité accrue a concentrer leurs urines (Roberts
et al., 2009). L'ensemble de ces données a ainsi démontré le réle physiologique de I'apéline
dans le contréle de I'hnoméostasie de I'équilibre hydrominéral. De par son expression au niveau
de certains noyaux hypothalamiques impliqués dans la régulation de la prise alimentaire, un
role du systéeme apélinergique au niveau de cette régulation a également été supposé.
Cependant, cette hypothése est encore largement en cours de débat au vu des nombreuses
données expérimentales contradictoires. Ainsi, l'injection intracerebroventriculaire (ICV) de
30 nmol de pGlu-apéline-13 n'a pas d'effet sur la prise alimentaire du rat nourri ad libitum,
tandis qu'elle augmente la prise alimentaire a court terme des animaux a jeun sans pour autant

avoir un effet sur la prise alimentaire cumulée sur 24 h (Taheri et al., 2002). Une autre étude a
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montré que l'injection ICV de 1-3 nmol d'apéline-13 induit une réduction de la prise
alimentaire chez le rat a jeun et nourri ad libitum, mais l'injection intraveineuse de 10 nmol
d'apéline-13 n'altere pas la prise alimentaire chez le rat dans ces deux conditions (Sunter et
al., 2003). Ces résultats semblent donc indiquer que I'apéline aurait une action sur la prise
alimentaire au niveau central mais que l'apéline circulante n'a pas d'effet sur ces régulations.
Encore plus surprenant, l'injection ICV d'apéline-12 semble également avoir une action au
niveau de la prise alimentaire, ce qui ajoute un niveau de complexité supplémentaire aux
données précedentes. O'hara et ses collaborateurs ont ainsi montré que l'injection ICV
d'apéline-12 durant la phase nocturne diminue la prise alimentaire durant la nuit, tandis que
I'injection durant le jour semble au contraire lI'augmenter, sans pour autant modifier la prise
alimentaire globale sur une période de 24 h (O’Shea et al., 2003). Le décalage de la prise
alimentaire suggere donc que l'apéeline-12 exercerait une action sur le rythme circadien du rat.
Les effets de I'apéline, au niveau central, semblent également avoir des répercussions sur le
poids de I'animal puisque l'injection chronique ICV d'apéline-13 pendant 10 jours, augmente
la prise alimentaire et la masse corporelle chez des souris (Valle et al., 2008). Des études
complémentaires sont attendues afin de mieux comprendre les mécanismes d'action de
I'apéline sur le comportement alimentaire et I'adiposité puisqu'une étude a montré que
I'injection intra-péritonéale d'apeline-13 durant 7 jours chez la souris ne module pas la prise
alimentaire alors qu'elle diminue I'adiposité. Cet effet semble en partie lié a I'augmentation de
I'expression de la protéine découplante mitochondriale UCP1 dans le tissu adipeux brun, qui
pourrait générer une thermogenése plus importante et augmenter la dépense énergétique
(Higuchi et al., 2007). Ce résultat suggere donc que l'apéline va également exercer son action

en périphérie notamment via une régulation de la thermogenése.

ii.  Fonctions périphériques du couple apéline/APJ

Comme indiqué dans la figure 18, le systéeme apélinergique possede des fonctions trées
diverses et variées, notamment dans la régulation du systéme cardiovasculaire, du systéeme
digestif et du métabolisme énergétique. Le récepteur APJ a été également identifié chez
I'Homme, comme étant un co-récepteur probable de [l'infection par le virus de
I'immunodéficience humaine (VIH) (Choe et al., 1998 ; Edinger et al., 1998). Cependant,
I'APJ seul n'est pas suffisant pour aboutir a I'infection et nécessite I'action du récepteur CD4,

une protéine de surface déterminant majoritairement la pathogénicité du VIH. En tant
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qu'agoniste naturel du récepteur APJ, l'apéline réduit donc I'entrée du virus dans les cellules
(Cayabyab et al., 2000). Ce degré d'inhibition étant plus élevé pour les molécules d'apéline de
grande taille (Zou et al., 2000).

De nombreuses données indiquent également que l'apéline est impliquée dans la
régulation de l'angiogenése. Des études ont montré que le couple apéline/APJ est fortement
détecté dans toute les zones vasculaires de l'embryon au sein desquelles d'importants
phénoménes d'angiogenése ont lieu comme les vaisseaux entourant I'eeil, I'axe aorte-gonade-
mesonephros et les bourgeons des pattes (Devic et al., 1999 ; Kalin et al., 2007a ; Kidoya et
al., 2008). Cette expression est trés élevée au cours des 15 premiers jours de vie, puis est tres
fortement réduite a I'dge adulte (Saint-Geniez et al., 2003 ; Kasai et al., 2008 ; Takakura et
Kidoya, 2009). Une étude récente a montré que les cellules endothéliales embryonnaires
cultivées en présence d'apéline ont une prolifération augmentée d'une facteur 3 (Kidoya et al.,
2008). D'autres expériences ont montré que l'apéline posséde des propriétés
pro-angiogéniques semblables a celles du Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF).
Ainsi, les formes d'apéline-13 et d'apéline-36 entrainent aprés 24 h de traitement dans des
cultures de cellules endothéliales, la formation de structures tubulaires (Kasai et al., 2004).
L'invalidation du gene de l'apéline chez la souris retarde la vascularisation de la rétine et
diminue l'action de deux molécules pro-angiogéniques : le VEGF et le Fibroblast Growth
Factor (FGF). Un traitement de ces souris par de l'apéline restaure la réponse aux facteurs
angiogéniques, ce qui suggeére que l'apéline exerce un rdle important dans I'action
pro-angiogéenique de ces molécules (Kidoya et al., 2008). Enfin, il a été montré que le couple
apéline/APJ régule également le diamétre des vaisseaux sanguins lors de l'angiogenése
puisque l'invalidation du gene de l'apéline diminue le diametre des vaisseaux intersomatiques
durant I'embryogenese sans entrainer de différence a I'dge adulte (Kidoya et al., 2008).
Au niveau endothélial, I'apéline est également capable d'induire, via son action sur
I'endothelial nitric-oxyde synthase (eNOS), la synthése du NO, qui est connu pour participer a
I'activation ou a l'inhibition des phénoménes angiogéniques (Tatemoto et al., 2001 ; Jones et
al., 2004). Les mécanismes moléculaires permettant de contréler le systéme apélinergique au
cours de l'angiogenese sont peu connus. Cependant, plusieurs travaux ont montré que
I'nypoxie est capable d'induire la synthése d'apéline par I'intermédiaire de I'hypoxia inducible
factor (HIF) dans des cultures cellulaires d'adipocytes blancs (Glassford et al., 2007), de
cardiomyocytes (Ronkainen et al., 2007) et d'entérocytes (Han et al., 2008). Ainsi, il n'est pas
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Figure 19 : Effet du systeme apélinergique sur le tonus vasculaire en absence et en
présence de dysfonctions endothéliales. L'apéline va se fixer sur le récepteur APJ présent
sur la membrane des cellules endothéliales. Ceci va entrainer la production et la libération de
NO dans les cellules musculaires lisses, ce qui va induire une vasodilatation. Par contre, en
présence de dysfonctionnements endothéliaux, l'apéline va se fixer sur son récepteur présent
sur les cellules musculaires lisses et induire une vasoconstriction. Akt : Akt protein ;
Ap : Apelin ; APJ : Apelin receptor ; cGMP : Cyclic guanosine monophosphate ;
DAG : Diacylglycerol ; eNOS : Endothelial nitric oxide synthase ; Gi : Inhibitory G protein ;
Gq : Gq protein ; GTP : Guanosine triphosphate ; IP3 : Inositol-3,4,5-trisphosphate ;
L-Arg : L-arginine ; NO : Nitric oxide ; PIP2 : Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate ;
PI3K : Phosphoinositide 3-kinase ; PLC : Phospholipase C ; sGC : Soluble guanylate
cyclase. D'aprés (Falcdo-Pires et al., 2010).
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étonnant que I'nypoxie et HIF jouent également des r6les importants dans l'augmentation de
I'expression de I'apéline dans les cellules endothéliales (Eyries et al., 2008). De par ses
propriétés pro-angiogéniques, le systeme apélinergique est fortement retrouvé au niveau des
tumeurs cancéreuses et il a été proposé qu'il puisse jouer un r6le important dans les
phénomeénes de progression tumorale. Certains auteurs pensent que ce systéme pourrait
représenter une nouvelle cible thérapeutique dans le traitement des cancers (Kalin et al.,
2007b ; Sorli et al., 2007).

Le systeme apélinergique posséde un role important dans la régulation de la pression
sanguine et du tonus vasculaire. En effet, l'injection intraveineuse d'apéline induit tres
rapidement et sur un laps de temps court, une diminution de la pression artérielle moyenne.
Cet effet est d'autant plus important que le peptide injecté est de courte taille (Tatemoto et al.,
2001). L'action hypotensive de I'apéline est médiée principalement par la formation de NO via
I'enzyme endothéliale eNOS (Ishida et al., 2004). Le NO produit par les cellules endothéliales
diffuse jusqu'aux cellules musculaires lisses composant la paroi vasculaire (Figure 19). A ce
niveau, il va activer la guanylate cyclase et provoquer la transformation de guanoside
triphosphate (GTP) en guanosine monophosphate cyclique (GMPc) dont l'augmentation est
responsable de la modulation de l'activité de certaines protéines kinases. Ces enzymes vont
provoquer une hyperpolarisation membranaire par la sortie de potassium et de calcium hors
de la cellule, ce qui aura pour conséquence une relaxation des fibres musculaires lisses des
vaisseaux sanguins. A linverse, l'apéline pourra également avoir une action sur le tonus
vasculaire en agissant directement sur son récepteur présent au niveau des cellules
musculaires lisses. Il a ainsi été montré que I'apéline-13 induit la contraction de ces cellules
sur des artéeres humaines dénuées de cellules endothéliales, ce qui aboutit a une
vasoconstriction (Katugampola et al.,, 2001). Dans ce cas, lapéline va induire la
phosphorylation des résidus thréonine et sérine en position 18 et 19 respectivement au niveau
des chaines lourdes de myosine responsables de la contraction des cellules musculaires lisses
(Hashimoto et al., 2006).

Effet sur le métabolisme

Une étude récente a montré une augmentation des taux circulants d'acides gras et de
glycérol chez la souris déficiente en apéline, tandis que I'injection de pGlu-apélin-13 inhibe la
lypolyse (Yue et al., 2011). Cependant, I'effet de I'apéline sur le métabolisme lipidique n'est
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pas clairement compris puisqu'une autre étude chez I'Homme indique que l'apéline n'a pas
d'action sur la lipolyse (Attané et al., 2011). L'injection chronique intrapéritonéale d'apéline
diminue la masse de différents dép6ts de tissus adipeux blancs chez la souris (Higuchi et al.,
2007). Ces auteurs ont montré que ces effets ne sont pas dus a des perturbations de la prise
alimentaire mais plutét a une augmentation de la dépense énergétique basale via une
augmentation de I'expression des protéines découplantes dans le muscle et le tissu adipeux
ainsi qu'a une augmentation de la température corporelle. En accord avec ces données,
d'autres auteurs ont montré chez le rat que l'injection chronique d'apéline-13 dans ces mémes
conditions, augmente l'activité musculaire de trois enzymes mitochondriales clés impliquées
dans le métabolisme énergétique (citrate synthase, hydroxyacyl-coA deshydrogenase et
cytochrome C oxydase), et ce, via un mécanisme lié a I'expression de peroxisome proliferator
activator receptor y coactivator-15 (PGC-1p) (Frier et al., 2009). Ces auteurs ont également
montré que l'apéline va augmenter l'expression de sous-unités de la chaine respiratoire
mitochondriale. L'ensemble de ces résultats suggere donc que l'apéline pourrait avoir une
action a la fois sur la biogenése et la fonction respiratoire mitochondriale. D'autres auteurs ont
montré, chez des souris transgéniques, que l'expression du géne humain de I'apéline, diminue
les effets néfastes d'un régime riche en graisse via une augmentation de la dépense
énergétique et de la biogenese mitochondriale dans le muscle, ce qui en fait une cible
thérapeutique potentielle dans le traitement de I'obésité (Yamamoto et al., 2011).

L'apéline présente également des actions sur le métabolisme glucidique. L'injection
intraveineuse d'apéline-36 diminue la sécrétion d'insuline pancréatique suite a une stimulation
par le glucose (Sorhede Winzell et al., 2005). Ces résultats ont été confirmé in vitro sur une
lignée cellulaire B-pancréatique en culture (Guo et al., 2009). Cependant, une récente étude
sur des flots pancréatiques humains montre que l'apéline présente une réponse bi-phasique sur
la sécrétion d'insuline. A faible dose, I'apéline-36 va induire une diminution de la sécrétion
d'insuline, tandis qu'a forte dose Il'apéline semble au contraire l'augmenter. Ces résultats
pourraient expliquer en partie les doses importantes d'apéline retrouvées chez les patients
présentant une hyperinsulinémie (Ringstrom et al., 2010) et un diabéte de type 2 (Dray et al.,
2010). Cependant, une autre étude a montré chez la souris que l'injection intraveineuse de
faible dose d'apéline diminue la glycémie et potentialise I'action de I'insuline. Cette étude a
également montré que l'apéline seule induit une augmentation de la captation du glucose par

le muscle (Dray et al., 2008). Plusieurs études ont également rapporté cette méme action au
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niveau de l'adipocyte en condition normale (Attané et al., 2011) ou insulino-résistant (Zhu et
al., 2011).

d) Pourguoi étudier le couple apéline/APJ durant la gestation ?

Nous nous sommes intéressés au systeme apélinergique pour différentes raisons.
La premiére est que ce systéeme a été peu étudié au cours de la gestation et que le placenta est
l'un des organes qui exprime le plus I'ARNm de l'apéline et son récepteur. De plus,
les concentrations plasmatiques d'apéline chez le nouveau-né sont plus élevées que celles
observées chez leurs meéres, ce qui suggere un rOle important de I'apéline durant le

développement feetal (Malamitsi-Puchner et al., 2007).

Ensuite, le systeme apélinergique semble avoir comme nous l'avons vu précédemment
un puissant réle angiogénique. Des problemes de vascularisation placentaire ayant été
montrés dans le cadre de RCIU, cette fonction fait de ce systéme une cible de choix dans
I'étude des perturbations de la croissance placentaire et feetale.

Enfin, il existe des liens forts entre le statut nutritionnel et énergétique et le systeme
apélinergique. Par exemple, il a été montré que les taux circulants d'apéline sont
proportionnels a I''MC et que ces taux sont plus élevés chez les personnes obéses (Boucher et
al., 2005) et en obésité morbide (Soriguer et al., 2009). Une corrélation positive, entre les
taux circulants d'apéline et les taux de glucose et de triglycérides, a aussi €té rapportée
(Soriguer et al., 2009). Enfin, le taux d'apéline plasmatique est diminué chez des personnes
obeses aprés lapose d'un anneau gastrique (Heinonen et al., 2005) ou par un régime
hypocalorique (Castan-Laurell et al., 2008). L'ensemble de ces données métaboliques font que
I'expression du systeme apélinergique pourrait étre perturbée dans notre modele de RCIU et
pourrait potentiellement contribuer aux effets délétéres de ce régime sur le développement du
placenta et du feetus.

-155-



Partie 2.2 : Apéline placentaire

e) Objectifs

Cette étude a été l'occasion pour nous d'effectuer une étude plus approfondie du
régime FR30 sur le développement feeto-placentaire et plus particulierement en ce qui
concerne les parametres métaboliques maternels durant la gestation. Nous avons focalisé
notre étude sur le dernier tiers de la gestation, période qui correspond a la phase exponentielle
de croissance feetale. Cette partie se décomposera en 3 étapes. La premiére consiste en la
mesure de différents paramétres chez les méres, les feetus et dans les placentas témoins et
FR30. Des mesures de masses maternelles, feetales et placentaires ont ainsi été effectuées
durant cette période ainsi que des dosages de glucose, triglycérides et cholestérols circulants
lorsque cela a été possible chez la mere et ses feetus et qui serviront d'indicateurs de
I'environnement nutritionnel gestationnel. Dans un deuxiéme temps, une évaluation des
surfaces placentaires a été réalisée afin de voir l'effet de la dénutrition maternelle sur le
développement de cet organe. Enfin, dans un troisieme temps, une étude compléte du systeme
apélinergique a été effectuée durant cette période. Pour cela des mesures d'apéline
plasmatiques ont été effectuées a la fois chez les méres et leurs feetus. Ensuite, par une
analyse de qRT-PCR, nous avons étudié I'expression du systeme apélinergique dans les
placentas de rat. La localisation de I'expression de ce couple a été effectuée par des techniques
d'hybridation in situ et d'immunohistochimie.

La derniere partie de cette étude se concentrera, comme pour I'étude du BDNF, sur
I'expression placentaire de I'apéline dans des échantillons humains provenant de grossesses
normales ou pathologiques (diabéte de type 1 sans altération de la croissance feetale) ou
encore ayant entrainé la naissance de RCIU et de macrosomes.
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Il. Matériels & Méthodes

Les techniques utilisées pour cette section ayant été décrites dans les parties
précédentes, je ne détaillerai que brievement le protocole opératoire.

a) Ontogeneése sur le modéle FR30

Dans cette étude, nous avons utilisé le méme modéle que pour I'étude de protéomique
placentaire et qui consiste en une réduction de 70 % de la ration alimentaire quotidienne des
rates durant les 3 semaines de gestation. Brievement, des femelles Wistar vierges de 280 g
(Laboratoire Janvier, L'arbresle, France) sont élevées par groupe de 5 dans des conditions
controlées de température (22 +2 °C) et de cycles lumineux (12 h de lumiére a partir
de 07 h 00). Ces rates ont libre accés a de I'eau et a la nourriture (SAFE 04, 2900 cal/g,
contenant 16 % de protéines, 3 % de lipides et 60 % de glucides ; UAR, Augy, France).
Apres 14 jours d'acclimatation, les femelles sont mises en reproduction avec un male durant la
nuit. Le lendemain matin, la présence de spermatozoides est vérifiée au microscope optique
(objectif x40) aprés lavage vaginal a I'eau physiologique. Si la présence est confirmée, ce jour
est défini comme le premier jour de gestation (E0). Ces femelles gestantes sont alors
transférées dans des cages individuelles ot elles auront un accés libre & I'eau. A ce stade,
deux groupes distincts de femelles seront étudiés. Les femelles contrdles (C) auront un acces
ad libitum a la nourriture de E1 jusqu'au sacrifice, tandis que les femelles (FR30) auront une
ration de 7,2 g par jour durant cette méme période. Le sacrifice s'effectuera a 3 &ges
gestationnels différents : E13, E17 et E21.

Afin de déterminer si les taux d'apéline circulants sont modulés a la fois par la
gestation et par le statut nutritionnel chez le rat, une étude du modéle FR30 sur des femelles
non gestantes a également été effectuée. Ces femelles ont été sacrifiées aprés 21 jours de ce

régime alimentaire.
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Tableau 7 : Paramétres des amorces utilisées pour la qRT-PCR.

Rat
Température i
Géne Amorce i i _ p _ Tallle_ de Genbank
Séquence (S) Séquence (AS) d'amplification (°C)  l'amplicon
Apln 5-ATG AAT CTG AGT TTC TGC GTG CA-3 5-GAG GCA GCATCA GTG GCACTC C-3' 64 85 NM_031612
Aplnr  5-CCT TCATCATCATGCTGACCT GTT A-3'  5-GGT GGT AAG GCA TCC AGC ACA G-3' 64 159 NM_031349
Ppib 5-TTT CGG CAA AGT TCT GGA AGG CA-3' 5-CTT GCC ACA GTC TAC AAT GAT CAC A-3' 60 109 NM_022536
Hprtl  5-GTG TCA TCA GCG AAA GTG GA-3' 5-ATG GCC ACA GGA CTAGAA CG -3 60 123 NM_012583
Homme
Température i
Géne Amorce i i _ p _ Tallle_ de Genbank
Séquence (S) Séquence (AS) d'amplification (°C)  I'amplicon
APLN  5-TTC TGA AGC AGG ACT GAA GGG-3 5-GCT ACA GCA GGT GCG AGG TG-3' 62 124 NM_017413
APLNR 5-AGC AGG GCT GAT GAATGG ATG T-3' 5-GCC AAG CAG TGT CTG GAC TAA AT-3' 62 117 NM_005161
PPIB  5-GGA GAC GAA CCT GTA GGA CGA GTG A-3' 5-CTT GCC ACA GTC TAC AAT GAT CAC A-3' 60 99 NM_000942

Ppib (CycloB), peptidylprolyl isomerase B; Hprtl, hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1; Apln, apéline; Apinr, récepteur APJ.
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b) Sacrifices et prélévements de tissus

Les femelles sont rapidement pesées et sacrifiées par décapitation entre 09 h 00 et
10 h 00. Les placentas ainsi que les feetus sont collectés par césarienne puis pesés et le sexe
des feetus a E21 est déterminé avant décapitation. Seul les feetus et placentas méles ont été
étudiés. Le sang maternel et feetal a été collecté dans des tubes froids contenant une solution a
5% d'EDTA puis centrifugés a 4 000 g durant 10 min a 4°C. Le sang des feetus a E13 n'a pas
pu étre prélevé en raison de la taille trop faible des embryons. Le sang des feetus a E17 a été
prélevé et poolé par portée. En ce qui concerne les feetus a E21, seul le sang des feetus males a
été préleve. Chacune des mesures a été faite sur un nombre limité d'animaux et de placentas
provenant de la méme portée (n = 1-2 par portée). Des prélevements de placentas et de
triangles mésométriaux (TM) (zone déciduale transitoire d'épaississement de la paroi utérine
qui entoure les ramifications des vaisseaux sanguins maternels entrant dans le placenta) ont
été effectués puis congelés rapidement dans l'azote liquide. Une partie des placentas a été
cryo-protégée pour les mesures histologiques. Pour cela, les placentas ont été fixés 48 h a 4°C
dans une solution de paraformaldehyde a 4 % et 0,1 M de PBS a pH 7,4. Ces placentas sont
ensuite placés dans une solution de sucrose a 20 % et 0,1 M de TBS a pH 7,4 puis stockés a
sec a -20°C.

c) RT-PCR guantitative

Les ARN totaux provenant des placentas et des TM ont été isolés de la méme fagcon
que dans les études précédentes et la PCR en temps réel a été effectuée sur un appareil Light
Cycler 480 (Roche) grace a la technologie du SYBR green (SYBR Green | master, Roche).
Ces expériences ont été réalisées suivant les recommandations du fournisseur et a une
température d'amplification de 60°C. Deux geénes constitutifs différents (cyclophiline B et
hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1) ont été utilises afin de normaliser les données. Les

amorces utilisées sont décrites dans le tableau 7.
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d) Dosage de I'apéline plasmatique par ELISA

Les dosages d'apéline plasmatique ont été effectués avec un kit ELISA (Phoenix
Pharmaceutical, Burlingame, CA). La sensibilité de ce dosage est de 0,2 ng/ml et les erreurs
intra-dosage < 5 %. Ce dosage présente 100 % de réactions croisées avec formes d'apéline-12,
apéline-13 et apéline-36 et ne permet donc pas de discerner ces différentes formes
moléculaires de I'apéline. Ces dosages ont été effectués en collaboration avec le Dr Claude
Knauf de Toulouse

e) Hybridation in situ

Les placentas et les feetus de rats cryo-protégés ont été coupés a l'aide d'un cryostat a
une épaisseur de 10 um. L'hybridation in situ a été réalisée comme décrite précédemment
(Mayeur et al., 2010). Une fois créées, les sondes d'hybridation ont été amplifiées puis sous-
clonées dans le plasmide pGEM-T easy (Promega). Les ribosondes ont une taille respective
de 239 nucléotides pour l'apéline et 460 nucléotides pour APJ. Ces sondes ont ensuite été
linéarisées grace au Sp6/T7 Transcription Kit (Roche) puis marquées radioactivement avec du
[*°S]-dUTP (1 300 Ci/mmol, Amersham Biosciences). Les coupes ont été exposées au contact
d'un film X-ray Biomax-MR (Kodak) durant 5 semaines avant la révélation du film.

f) Etude de I'expression placentaire du systéme apélinergigue chez I'Homme

Des placentas provenant de grossesses normales et pathologiques ont été collectés,
dans les regles de consentement et d'éthique, aprés césarienne dans différentes maternités de
Paris et de Lille. Pour cette étude, le critere d'inclusion des placentas dans le groupe RCIU
utilisé est un poids de naissance < 10°™ percentile. Le groupe RCIUV correspond & des
naissances présentant un RCIU associé avec une pathologie vasculaire au niveau de l'artere
utérine et qui a été mise en évidence par Doppler durant le premier ou le second trimestre de
grossesse. Enfin, un troisieme groupe appelé PER représente un groupe de naissances
présentant un RCIU associé a une pré-éclampsie. Dans cette étude, nous avons également
inclus les placentas provenant de grossesses ayant donné naissance a des enfants macrosomes
précédemment utilisés dans I'étude sur le BDNF. Le groupe de macrosomes a été choisi

d'apres les critéres de la courbe de croissance standard de la population francaise (Mamelle et
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al., 1996). Nous avons également pu inclure des placentas provenant de méres présentant un
diabéte de type 1.

g) Analyses statistigues

Toutes les données sont présentées avec la moyenne * erreur standard a la moyenne
(SEM). La comparaison entre les groupes a été faite grace au test ANOVA a une voie et
au test de Dunnett. Le seuil de significativité retenu est de p < 0,05. La significativité des
résultats est notée par les symboles suivants : * p < 0,05 ; ** p < 0,01 et *** p < 0,001.
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Tableau 8 : Ontogenese des paramétres materno-feetaux dans le modéle FR30.

E13

Controle FR30 P Controle FR30 P Controéle FR30 P
Poids maternel (g) 385+ 19 282+6 falak 440 + 10 27114 falakl 463 £ 11 316 £ 11 LEE
Glycémie maternelle (mmol/l) - - - - - - 4,87 +0,20 4,02 +0,17 **
Triglycéride plasmatique maternel (g/l) 1,27 £ 0,07 0,77£0,12 ** 2,09+0,33 0,97 £ 0,06 ** 1,86 +0,35 0,73+0,21 *
Cholestérol plasmatique maternel (g/1) 0,560 + 0,035 0,322 + 0,043 fale 0,760 + 0,071 0,358 + 0,026 Hkk 0,771 + 0,100 0,564 + 0,049 *
Ratons par portée - - - - - - 12,1+17 11,6 +0,7 NS
Ratio males/femelles - - - - - - 1,01 +0,18 1,10 £ 0,13 NS
Poids feetal (g) 0,079 + 0,002 0,070 + 0,002 Fkk 0,842 + 0,008 0,686 + 0,010 Fkk 5,56 + 0,07 3,97 +£0,16 Fkk
Taille des feetus (mm) - - - - - - 459+ 04 42,7+0,6 Fkx
Glycémie feetale (mmol/l) - - - - - 7,44 +0,78 4,33 £ 0,52 ke
Triglycéride plasmatique feetal (g/1) - - - 0,842 + 0,046 0,646 + 0,046 0,467 + 0,079 0,382 + 0,060 NS
Cholestérol plasmatique feetal (g/l) - - - 0,862 + 0,061 0,582 + 0,071 0,476 + 0,084 0,362 + 0,040 NS
Poids placentaire (mg) 117+6 79+3 falalel 406 + 14 349+ 10 foll 592 £17 443 + 19 ikl
Ratio feetus/placenta 0,710 + 0,044 0,926 + 0,050 Fkk 2,16 £ 0,08 2,08 = 0,05 NS 9,22 + 0,16 8,42 + 0,23 Fkk
Aire placentaire (mm?) - - - 27,7+13 19,0+0,8 37,4+16 304+18 *
Décidua valeur absolue (mm?) - - - 1,91+0,20 1,14+ 0,04 2,49+0,10 2,38+0,41 NS
Décidua valeur relative (%) - - - 6,85+ 0,07 6,07 + 0,42 NS 6,72+ 0,35 8,92+1,16 *
Trophospongium valeur absolue (mm2) - - - 9,36 £ 0,53 7,41+0,48 * 4,52 +0,25 5,92 + 0,96 NS
Trophospongium valeur relative (%) - - - 338+11 39,3+3,2 NS 125+£0,7 20,722 **
Labyrinthe valeur absolue (mm?) - - - 16,4 £ 0,7 10,4+£1,0 EEES 287+1,1 221+14 e
Labyrinthe valeur relative (%) - - - 59,3+11 54,6 £35 NS 80,8+ 0,7 70414 **
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I1l. Résultats

a) Quelles sont les conséquences de la dénutrition maternelle de 70 % sur_la

croissance placentaire et feetale ?

Dans un premier temps, nous avons voulu voir I’effet de ce régime alimentaire chez la
rate gestante (Tableau 8). Alors, que les rates témoins prennent du poids tout au long de la
gestation (environ +100 g de E1 a E13 puis +180 g de E13 a terme), les rates FR30 ne
présentent qu'une légére augmentation de leur masse corporelle en fin de gestation (environ
+36 g a E21). Cette donnée indique que les réserves énergétiques de la méere sont fortement
mises a contribution afin d'assurer le développement feetal. Cette information est confirmée
lors du sacrifice des rates FR30 a terme puisque leurs principaux dépbts graisseux (tissus
adipeux périrénal et périgonadique) sont presque inexistants (donnée non montrée). Ceci se
traduit également chez les méres FR30 par des taux circulants de triglycérides et de
cholestérols diminués aux trois stades étudiés ainsi que par une baisse de la glycémie a E21.
Par conséquent, il n'est pas étonnant que cette dénutrition maternelle drastique aboutisse a un
RCIU tres précoce chez les feetus FR30. En effet, a E13, alors que les feetus témoins ne pésent
que quelques dizaines de milligrammes, les feetus FR30 présentent déja un retard significatif
de croissance d'environ 12 %. Ce retard s’accroit au 17°™ jour de la gestation (E17) pour
atteindre 18 %. Puis en fin de gestation, alors que le gain de masse est maximal pour les feetus
témoins, le déficit pondéral des animaux FR30 atteint 29 %, et peut atteindre 35 % pour
certains feetus (Tableau 8 et Figure 20). Il est également intéressant de noter que malgré cet
environnement délétére pour la croissance des feetus, il n'est observé aucune différence dans

la taille des portées et dans le ratio male/femelle.

La croissance du feetus étant fortement liée a la croissance placentaire. Nous pouvons
envisager qu'un déficit pondéral placentaire du méme ordre soit dans le groupe FR30.
Cependant, nos données démontrent que ce n’est pas le cas (Tableau 8 et Figure 20). Ainsi, le
déficit pondéral des placentas est maximal a E13 (32 %). Il diminue ensuite a E17 (14 %) et
s’accroit ensuite légérement au terme de la gestation (22 %). Ces changements brusques des
valeurs de retard de croissance placentaire peuvent s’expliquer par des différences de maturité
du placenta. En effet, le placenta de rates dénutries peuvent présenter, a E13, un retard de
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Figure 20 : Impact de la dénutrition maternelle sur le poids des feetus (A), du placenta
(B) et sur le rapport feeto-placentaire (C) au 13°™, 17°™ et 21°™ jour de gestation
(respectivement E13, E17, E21). Témoins : alimentation ad libitum durant les 21 jours de
gestation. FR30 : restriction alimentaire de 70 % durant toute la gestation. Sur chaque
graphique est représenté le pourcentage de déficit pondéral (pointillé vert) des animaux FR30
par rapport aux témoins. Ces données représentent la moyenne £ SEM. *** P < 0,001 ;
FR30 versus témoains.
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maturité, a l'origine de ce déficit pondéral conséquent. Par la suite, les placentas FR30
pourraient rattraper partiellement leur maturité vers E17, leur permettant ainsi un gain de
poids maximal entre E13 et E17. Cependant, les réserves de graisses maternelles étant trop
faibles en fin de gestation pour répondre aux besoins importants du feetus et a ceux du
placenta, on observe a terme un déficit pondéral placentaire plus marqué qua E17. Il est
également intéréssant de noter a E17, une inversion des courbes des rapports feeto-
placentaires, c'est a dire le rapport des poids de feetus sur ceux des placentas.

Afin de Vérifier des différences de maturité, des colorations de coupes placentaires ont
été effectuées a ces trois stades différents. Ceci nous a permis de mesurer la taille des
principales zones placentaires, et ainsi de distinguer un éventuel retard de maturité des
placentas. Les placentas a E13 n'ont pas pu étre analysés car leurs tailles sont trop faibles pour
étre analysés correctement et de fagon reproductible. Comme pour la masse placentaire totale,
la surface placentaire est significativement diminuée chez les feetus FR30 (Tableau 8).
Le labyrinthe est la zone placentaire ou ont lieu les échanges materno-feetaux et présente une
surface absolue réduite a la fois & E17 et E21. Les surfaces absolues de la decidua et du
trophospongium sont également réduites & E17. Cependant, les placentas FR30 semblent
correctement proportionnés puisqu'aucune différence n'a été observée pour les mesures de
surface relative a ce stade. A l'inverse, la surface relative du labyrinthe est diminuée a E21,
les surfaces relatives du trophospongium ainsi que de la decidua dans les placentas a E21 sont
quant a elles augmentées. L'ensemble de ces données est en accord avec de précédentes
études dans différentes especes qui montrent que la sous-nutrition maternelle a un impact
important sur la surface du labyrinthe, sur I'épaisseur de la couche cellulaire qui compose la
barriere feeto-placentaire ainsi que sur la composition cellulaire du placenta (Sibley et al.,
1997 ; Roberts et al., 2001 ; Belkacemi et al., 2010). Ce phénoméne peut s'expliquer par un
ralentissement de la croissance du labyrinthe, induit par la dénutrition maternelle,
mais également par une apoptose plus importante dans le labyrinthe et le trophospongium
comme il I'a été démontré dans un modéle de dénutrition chez le rat similaire au notre
(Belkacemi et al., 2009).
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Figure 21 : Ontogenése des taux d'apéline circulante maternelle durant la gestation.
Les barres pleines représentent les animaux témoins (n = 5-9), tandis que les barres blanches
correspondent au animaux FR30 (n = 4-5). NG signifie non gestante. Les femelles FR30-NG
ont été analysées apres 3 semaines de dénutrition. Aucune mesure n'a pu étre effectuée au
stade E7 chez les animaux FR30. Ces données représentent la moyenne = SEM. T P < 0,05 ;
1 P <0,01; FR30 versus témoins. * P < 0,05 ; *** P < 0,01 ; entre les témoins aux différents
stades (test t, variables vérifiant la loi normale).
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Figure 22: Ontogenese des taux feetaux d'apéline circulante durant la gestation.
Les barres pleines représentent les animaux témoins (n = 5), tandis que les barres blanches
correspondent au animaux FR30 (n = 5). Ces données représentent la moyenne + SEM.
Aucune différence significative n'a été retrouvée.
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b) Quel est I'impact de la gestation et du modéle FR30 sur le systeme apélinergique ?

Afin de répondre a cette question, une ontogenése de ce systéme a été réalisée.
Cette étude a permis de confirmer les précédentes données montrant que les taux circulants
d'apéline sont lies au statut nutritionnel. Nous avons en effet montré que la restriction
calorique diminue dans les mémes proportions les taux circulants d'apéline a la fois chez la
rate non gestante et chez la rate gestante. (Figure 21). Ensuite cette étude montre que les taux
d'apéline ne sont pas modulés au cours de la gestation, sauf pour le stade E7 auquel une légere

diminution est observée.

Les taux circulants feetaux ont également été mesures en fin de gestation (Figure 22).
Cependant, ces résultats ne sont que préliminaires en raison du faible nombre d'échantillons.
Dans un premier temps, il est intéressant de noter que ces taux semblent étre, au stade E17,
plus élevés chez les feetus que chez leurs meres. Au stade E21 par contre, les taux entre la
mere et les feetus sont comparables dans le groupe témoin mais sont significativement plus
élevé chez les feetus que chez la meére au sein du groupe FR30. La comparaison de ces valeurs
entre nos deux groupes expérimentaux montre que les taux d'apéline chez les témoins sont
fortement diminués en fin de gestation chez les feetus. Cependant, cette variation n'est pas
retrouvée chez les individus FR30.

A ce jour, l'origine de l'apéline feetale circulante est inconnue et on ne sait pas si
I'apéline d'origine maternelle est capable de traverser la barriere feeto-placentaire pour se
retrouver dans le sang feetal. Afin de préciser les sites d'expression de I'apéline et de son
récepteur chez le feetus, des hybridations in situ ont été effectuées. Nous avons pu observer,
dans un premier temps, que le systeme apélinergique est exprimé par le feetus, et ce, trés tot
au cours du développement (Figure 23). En effet, ce couple est majoritairement exprimé au
niveau des tissus cérébraux et cardiaques en développement a E13. A E17, l'apéline est
globalement exprimée dans I'ensemble des tissus feetaux. Cependant, certains tissus semblent
I'exprimer plus fortement comme le foie, la surrénale, le coeur et les poumons. Par contre,
le signal obtenu pour I'apéline semble plus faible chez le feetus a E21, ce qui pourrait étre en
lien avec la diminution du taux d'apéline circulante observée chez le feetus a E21. En ce qui
concerne I'expression du récepteur APJ, celle-ci semble fortement retrouvée dans les organes
du systeme cardio-vasculaire et respiratoire ainsi que du systéeme digestif. Comme pour
I'apéline, son expression est globalement diminuée a E21, cependant certains organes
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Figure 23 : Localisation de I'expression feetale de I'apéline et de son récepteur par hybridation in situ. SR : surrénale ; Poum. : poumons ;
TAB : Tissu adipeux brun.
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I'expriment fortement comme l'intestin, le cceur et le poumon, ce qui suggere un role
important de l'apéline a ces niveaux chez le nouveau-né. Il est également intéressant de
constater que le couple apéline/APJ est exprimé au niveau du cerveau au cours du

développement feetal et que cette expression est fortement diminuée chez le feetus a E21.

Le placenta pouvant également étre une source potentielle d'apéline durant la gestation
chez le rat, son expression au niveau de cet organe a été étudiée par qRT-PCR (Figure 24).
Les résultats obtenus montrent que les taux d'apéline et de son récepteur sont fortement
diminués au cours de la gestation de E13 a E21. En effet, I'expression placentaire d'apéline est
diminuée de moitié a E21 comparativement a son taux & E13. Cette diminution coincide avec
la baisse des taux circulants de cette hormone chez le feetus et sa mere, suggérant que le
placenta pourrait secréter cette hormone durant la gestation. Cette donnée suscite aussi un réle
possible de cette chute d'apélinémie en fin de gestation, notamment dans la mise en place des
évenements liés a la parturition et a la naissance des feetus. Cette chute d'expression génique
est également observée pour le récepteur APJ. L'expression placentaire du systéeme
apélinergique semble également étre modifiée par le statut nutritionnel. En effet, le taux
d’ARN messagers de l'apéline est significativement augmenté dans les placentas FR30 a E17.
Le messager de son récepteur est quant a lui plus élevé a E13, tandis qu'il est légerement
diminué a E21. Par cette technique, nous avons évalué I'expression du systeme apélinergique
au niveau du triangle mésométrial (Figure 24), c'est a dire une zone transitoire de l'utérus qui
correspond a un épaississement de la paroi utérine et qui entoure les ramifications des
vaisseaux sanguins maternels entrant dans le placenta. Bien que peu étudié, un développement
adéquat de cette zone est primordial puisque c'est la que se réalise la régulation du flux
sanguin placentaire. L'expression génique du systeme apélinergique dans ce tissu est
également modulée durant la gestation et comme pour le placenta, elle est diminuée pour
I'apéline en fin de gestation. A linverse, une forte surexpression du récepteur APJ est
observée au niveau du triangle meésométrial & E21. La dénutrition maternelle augmente
I'expression de l'apéline a E17, tandis que l'expression d'APJ n'est pas significativement
modulée. La localisation des ARNm de I'apéline et d'APJ a été effectuée par hybridation in
situ et a permis de montrer que leur expression est retrouvée dans I'ensemble du placenta avec
une transcription génique légérement plus forte au niveau du trophospongium et de la decidua
(Figure 25).
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Figure 24 : Impact de la dénutrition maternelle sur I'expression de I'apéline (A-C) et
du récepteur APJ (B-D) dans le placenta (A-B) et le triangle mésométrial (C-D) durant
la gestation. Les animaux témoins sont représentés en noir et le groupe FR30 en blanc.
TM : triangle mésométrial. Les expressions mesurées sont rapportées a I'expression des genes
rapporteurs dans chaque condition et sont donc exprimées en unité arbitraire. Ces données
représentent la moyenne + SEM. ¥ P < 0,05 ; tt P < 0,01 ; t11 P <0,001 ; suivant I'dge
gestationnel. * P < 0,05 ; ** P < 0,01 ; FR30 versus témoins. (Test t, variables vérifiant la loi
normale).
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Figure 25 : Localisation de I'expression placentaire de I'apéline et de son récepteur par
hybridation in situ. TM : triangle mésométrial.
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c) L'expression placentaire du systeme apélinergique est-elle modulée chez I'Homme

dans des pathologies associées a des croissances feetales altérées ?

Pour répondre a cette question, nous avons utilisé des échantillons extraits de villosités
placentaires humaines. Cette partie du placenta est le lieu des échanges feeto-maternels et
correspond chez le rat a la zone labyrinthique. Les parametres maternels et foetaux provenant
de ces placentas ayant pour la plupart déja été commentés dans I'étude BDNF, vont étre
brievement décrits dans cette section (Tableau 9). Nous avons pu constituer trois groupes de
naissances présentant un RCIU dont les origines sont différentes : un groupe RCIU dont
I'étiologie est inconnue, un groupe RCIUV présentant une résistance vasculaire anormale au
niveau de l'artére utérine et un groupe PER provenant de grossesse pré-éclamptique. Ces
enfants présentent un fort taux de RCIU (-57 % ; - 56 % ; -56 % du poids de naissance
respectivement pour les groupes RCIU, RCIUV et PER). De méme, la taille de ces nouveau-
nés ainsi que leurs périmetres créniens sont diminués dans chacun de ces groupes. Ces
grossesses étant pathologiques, I'dge gestationnel est également diminué. Nous avons
également pu recueillir des échantillons placentaires provenant d'enfants macrosomes (M) et
de meéres diabétiques de type 1 (D), puisque cette pathologie est fortement associée a la
naissance d'enfants macrosomes (Castorino et Jovanovi¢, 2011). Ces macrosomes présentent
un poids de naissance augmenté de 30 % pour le groupe T + M et 11 % pour le groupe D + M
sans que I'age gestationnel ne soit modifié.

Par gRT-PCR, nous avons mesuré I'expression placentaire du systéeme apélinergique
dans ces grossesses atypiques (Figure 26). Nous avons observé que l'expression génique de
I'apéline est diminuée de moitié dans les trois groupes de RCIU ainsi que dans les grossesses
diabétiques. Bien que diminuée, I'expression de l'apéline dans le groupe T+M n'est pas
significativement modulée, ceci pourrait s'expliquer par le nombre faible d'échantillons
placentaires (n = 5). De maniére étonnante, I'expression du récepteur APJ n'est pas fortement
affectée par ces modulations de la croissance feetale. Seule une diminution de son expression

a été observée dans le groupe RCIU d'origine vasculaire.
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Tableau 9 : Paramétres maternels et feetaux

A T RCIU RCIUV PER
Age gestationnel (semaines) 38,6 £0,3 342+06 ° 341+11° 326+06 ¢
Age maternel (années) 34,1+20 30,6+29 304+£19 32,3+17
Taille (cm) 49,2 +0,6 429+0,7 ° 419+1.2 ° 401+19 f
Poids de naissance (g) 3530 + 224 1518 + 173 ¢ 1562 +231°¢ 1644 +172°¢
Périmetre cranien (cm) 36,1 +0,6 30,9+0,7 d 30,6 +0,9 ¢ 299+13 f

Ces données représentent la moyenne + SEM (n = 7 - 17 méres ou nouveau-nés). > P < 0,01, RCIU versus Témoins ;°, P <
0,01, RCIUV versus Témoins ; ©, P < 0,001, PER versus Témoins ; ¢, P < 0,001, RCIU versus Témoins ; ¢, P < 0,001,
RCIUV versus Témoins; ", P < 0,01, PER versus Témoins.

B

T T+M D D+M
Age gestationnel (semaines) 38,6 £0,3 39,605 38,1+0,3" 37,1+0,6
IMC avant la grossesse (kg.m'z) 235+25 243+1,0 222+04 252+2,.2
Poids de naissance (g) 3198 + 106 4526 +191° 3356 + 125 3768 + 261
Poids placentaire (g) 372 +36 575+ 23 ¢ 474+29 " 489 +50 !

Ces données représentent la moyenne = SEM (n= 5 méres nouveau-nés). ¢, P < 0,001, M versus Témoins ; ", P < 0,05, D versus
T+M;' P<0,001,DversusT +M ;) P <0,05 D+ M versus D.
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Figure 26 : Etude de I'expression placentaire d'apéline et de son récepteur APJ par
gRT-PCR chez I'Homme dans le cadre de pathologies associées a un RCIU (A) ou a une
macrosomie (B). T : témoins ; RCIUV : RCIU vasculaire ; PE : pré-éclampsie ; PER :
pré-éclampsie + RCIU ; D : diabete de type 1 ; M : macrosomie. Les expressions mesurées
sont rapportées a l'expression des genes rapporteurs dans chaque condition et sont donc
exprimées en unité arbitraire. Ces données représentent la moyenne + SEM. T P < 0,05 ;
Tt P < 0,01. (Test t, variables vérifiant la loi normale).
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I\V. Discussion

a) Quel est le role du systeme apéline/APJ dans la gestation et la croissance feetale ?

La gestation est caractérisée par de nombreux changements physiologiques au niveau
du systéme cardiovasculaire, de I'nhnoméostasie hydrominérale et du métabolisme eénergétique.
Ace jour, il n'existe que trés peu d'études s'intéressant au couple apéline/APJ durant la
gestation. Cependant, l'apéline pourrait avoir un réle important dans ces modifications
physiologiques. En accord avec les actions de I'apéline décrites dans la littérature, il est
possible que I'apéline participe a la croissance feetale par la régulation de la pression sanguine,
de l'angiogenese et du métabolisme glucidique et lipidique. Une étude a montré que I'ARNm
de l'apéline est augmenté de facon transitoire au début de la gestation chez le rat dans le tissu
adipeux blanc et brun. La raison de cette augmentation reste inconnue, mais il est possible
qu'elle soit liée a I'accumulation de tissu adipeux qui est observé durant cette période (Josephs
et al., 2007). Chez I'Homme, une tres forte expression du systeme apélinergique a été
retrouvée au niveau du placenta comparativement au tissu adipeux (Telejko et al., 2010).
Chez le rat, le couple apéline/APJ semble également étre fortement exprimé a la fois par le
placenta et par le triangle mésométrial. L'apéline, produite a ce niveau, pourrait avoir un role
local puisque nous n'avons pas observé d'augmentation durant la gestation du taux d'apéline
circulant chez le rat. Chez I'Homme, une légére diminution du taux circulant d'apéline a été
montrée entre des femmes enceintes et non enceintes (Kourtis et al., 2011). Une autre étude a
montré que les taux d'apéline sont plus élevés a terme dans le sang de cordon ombilical que
dans le sang maternel (Malamitsi-Puchner et al., 2007). Bien que cette étude ait pu mettre en
évidence une corrélation positive entre les taux circulants d'apéline maternelle et feetale,
aucune corrélation n'a pu étre mise en évidence entre ces taux et le poids de naissance. Cette
étude semble confirmer l'importance du placenta dans la production de I'apéline feetale
puisque les taux d'apéline du nouveau-né diminuent aprés l'accouchement. Dans notre étude,
nous avons pu examiner la localisation de I'expression placentaire du systeme apélinergique
par hybridation in situ. Nous avons ainsi pu observer que cette expression semble exprimée
dans l'ensemble du placenta avec une intensité légérement plus forte au niveau du
trophospongium et de la decidua. Les analyses par qRT-PCR ont également souligné
I'importance de l'utérus et plus particulierement du site d'implantation placentaire dans la
synthése d'apéline chez le rat.
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Figure 27 : Représentation schématique d'une expérience permettant d'étudier I'impact
de I'apéline sur le transfert transplacentaire de glucose. Des rates gestantes depuis
17 jours et a jeun sont anesthésiées par de l'isoflurane. La veine jugulaire est isolée afin
d'injecter une solution de 2-déoxyglucose radioactif, ce qui permettra de voir le passage
transplacentaire de glucose. Afin d'avoir la glycémie basale, une mesure est effectuée a t-1min
par prélevement par la queue. Une quantité a déterminer d'apéline est ensuite injectée, puis
des mesures de la glycémie maternelle seront effectuées toutes les 5 minutes. Apres la mesure
a t+20min, les feetus ainsi que leurs placentas seront prélevés séparément puis analysés par un
compteur de radioactivité afin de vérifier le passage transplacentaire de glucose marqué. Des
animaux témoins auxquels l'injection d'apéline sera remplacée par une injection d'eau
physiologique, seront réalisés en méme temps.
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L'ontogenése de I'expression de 'ARNmM du systeme apélinergique chez la rat a mis en
évidence une chute importante dans le placenta et le triangle mésométrial a I'approche du
terme de la gestation. Cette chute coincide avec la baisse des taux circulants d'apéline chez les
feetus. Ce phénomene n'a encore jamais été observeé et suggére un role potentiel de cette chute
d'apélinémie dans le processus de parturition. Bien qu'il soit difficile de transposer ces
résultats a 'Homme, ce phénomene remet en cause l'interprétation de I'absence de corrélation
entre les taux d'apéline maternelle et feetale puisque ceux-ci n'ont été mesurés qu'a terme.
Ainsi, nous ne pouvons exclure totalement un réle plus ou moins direct de I'apéline sur la

croissance feetale.

En accord avec les résultats de Dray et collaborateurs, nous émettons également
I'nypothese que I'expression d'apéline maternelle pourrait diminuer la glycémie maternelle en
favorisant la captation du glucose par le muscle et le tissu adipeux (Dray et al., 2008), mais
également en augmentant le passage transplacentaire du glucose vers le feetus. Ce transport du
glucose pourrait se faire par la production de NO par le placenta, ce qui induirait une
vasodilatation au niveau de l'artére utérine, favorisant ainsi un passage transplacentaire accru
de glucose et de nutriments. Il est également possible que l'activation du récepteur APJ dans
le placenta puisse augmenter I'expression des transporteurs au glucose tels que les GLUT 1 et
3 par exemple. Afin de vérifier cette hypothese, une étude sera prochainement menée au
laboratoire sur des femelles témoins gestantes de 17 jours, période qui correspond a une
croissance feetale maximale et dont les expressions d'apéline/APJ sont élevées au niveau du

placenta (Figure 27).

Puisque I'apéline a une demi-vie courte dans le sang liée notamment a son inactivation
par I'ACE2 (Vickers et al., 2002), I'utilisation d'un agoniste pharmacologique non peptidique
du récepteur APJ [le composé E339-3D6 (lturrioz et al., 2010)] pourrait également permettre
de vérifier I'impact de I'apéline sur la croissance feetale. Cette expérience consisterait en des
injections chroniques de cet agoniste durant la derniére semaine de gestation chez le rat. Une
mesure simple du poids de naissance de ces animaux a terme permettrait ainsi de conclure
quant & l'impact de l'apéline sur la croissance placentaire et feetale. De méme, des mesures

similaires chez des animaux déficients en apéline pourraient conforter ou non cette hypothese.
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Perspectives a long terme

De nombreuses données ont mis en évidence que la période embryonnaire est critique
pour un développement adéquat de la descendance, et qu'un environnement délétére durant
cette période critique peut conduire a de lourdes conséquences physiologiques et
métaboliques & I'age adulte. A ce jour, les principaux mécanismes connus pour contribuer a
cette programmation et permettant d'expliquer cette programmation feetale des pathologies de
l'adulte sont la surexposition in utero aux glucocorticoides et les modulations épigénétiques.
A travers les différentes études menées durant cette thése, nous avons pu mettre en évidence
des nouvelles voies pouvant contribuer & la croissance feetale. C'est pourquoi, je vais dans
cette partie, discuter de leur implication potentielle dans les mécanismes de programmation
foetale.

a) Impacts des mitochondries dans la programmation feetale ?

Dans un premier temps, nous avons montré que la dénutrition maternelle aboutissant a
un RCIU, conduit les mitochondries placentaires a une certaine plasticité, qui va leur
permettre d'optimiser l'efficacité de la production d'énergie par la chaine respiratoire.
Ce mécanisme va, a court terme, permettre de répondre aux besoins énergétiques nécéssaire a
la gestation. Cependant, les réserves énergétiques s'épuisent rapidement, ce qui diminuera la
quantité de substrats disponibles pour la chaine respiratoire et aboutira a une diminution de la
production d'ATP placentaire. Comme nous l'avons vu précédement, dans les études
épidémiologiques concernant la famine d'Amsterdam, l'impact de la dénutrition sur la
programmation du syndrome métabolique est d'autant plus important que cette exposition a
lieu au début de la gestation. Des études ont montré que dans un modéle de RCIU induit par
ligature des artéres utérines, on observe une augmentation de l'efficacité de la chaine
respiratoire dans le foie et dans le muscle du feetus, mais cette adaptation conduit a des
dysfonctions mitochondriales aboutissant & une baisse de la production d'ATP chez l'individu
a 28 jours de vie (Peterside et al., 2003 ; Selak et al., 2003). Il a ainsi été proposé que ce
mécanisme va permettre au feetus de survivre dans un environnement ou l'apport en énergie
est limité. Cependant, par un mécanisme encore mal compris a ce jour, cela aboutira a des
dysfonctionnements des mitochondries qui vont participer a la programmation des pathologies
métaboliques chez l'individu a I'age adulte (Reusens et al., 2011).
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Des études ont montré un stress oxydatif plus important dans le sérum de femmes
enceintes présentant un RCIU (Karowicz-Bilinska et al., 2007). Ainsi, les ROS produites en
partie par les mitochondries placentaires, vont étre libérées dans la circulation sanguine feetale
et vont conduire a des dommages in utero au niveau des lipides, des protéines mais aussi de
I'’ADNmt, engendrant des dysfonctions au niveau des mitochondries du feetus, qui en retour,
vont amplifier ce phénomeéne en générant une production de ROS plus importante (Leduc et
al., 2010). Les dommages ainsi obtenus seraient, en partie, responsables du développement de
pathologies comme [l'athérosclérose. Bien que nos données a ce niveau ne soient que
préliminaires, il semblerait que les placentas du groupe FR30 présentent une production de
ROS moins importante, ce qui pourrait exclure cette hypothése dans les mécanismes de la

programmation feetale.

Il se peut également que l'action des mitochondries dans la programmation feetale
passe par l'action des glucocorticoides. En effet, des analyses ont permis de révéler la
présence du récepteur GR dans les mitochondries ainsi que la présence dans son génome,
de séquences nucléotidiques présentant une forte homologie avec les éléments de réponse aux
glucocorticoides (loannou et al., 1988 ; Psarra et Sekeris, 2009). Ces résultats suggerent donc
un role de ces hormones dans la transcription du génome mitochondrial et donc
potentiellement dans la régulation de la transcription de certains génes de la chaine
respiratoire. Une hypercorticostéronémie basale ayant été retrouvée chez les animaux issus de
meres dénutries, on peut supposer que cette hormone participe, en partie a la programmation
des pathologies chez l'adulte (Breton et al., 2009).

Enfin, on peut émettre I'hypothese que le nombre et le fonctionnement des
mitochondries chez I'adulte exposé, in utero, a une dénutrition puissent étre affectés a long
terme. En effet, comme nous Il'avons démontré au laboratoire pour I'axe corticotrope, des
altérations observées durant la période périnatale suite a la dénutrition maternelle, peuvent
encore étre présentes a l'dge adulte. On peut donc envisager que les altérations
mitochondriales, que nous avons montrées dans notre travail, pourraient se retrouver dans
certains tissus chez la descendance a I'dge adulte. En accord avec cette hypothése, les travaux
de Theys et ses collaborateurs ont démontré chez le rat que les restrictions caloriques ou
protéiques, ou encore un régime hyperlipidique durant la période feetale, sont capables
d'induire a long terme des dysfonctions mitochondriales dans les cellules B-pancréatiques, et

sont en partie responsables d'altérations de la sécrétion d'insuline (Theys et al., 2009a ; Theys
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et al., 2011). La programmation périnatale des mitochondries commence donc a étre
envisagée par quelques auteurs, comme un possible vecteur du développement des maladies
métaboliques chez l'adulte. Des études complémentaires seront a mener pour démontrer la

réalité de ce phénomene, notamment chez I'Homme.

b) BDNF/TrkB et le concept de programmation feetale

De par son rdle prépondérant durant la gestation, le BDNF a un r6le important dans la
croissance feetale et semble donc étre une cible privilégiée de la programmation des
pathologies selon I'hypothése de Barker. Comme il n'existe qu'une étude de programmation
feetale ayant montré des variations d'expression du BDNF dans les tissus périphériques et plus
particuliérement au niveau du tissu adipeux chez le rat adulte exposé au RCIU (Lukaszewski
et al., 2011), je me focaliserai dans cette discussion sur les tissus centraux. La programmation
métabolique de I'adulte semble en partie liée a des perturbations du développement cérébral.
Les mécanismes intervenant dans la mise en place du RCIU vont avoir des répercussions sur
le développement du cerveau du feetus et du nouveau-né et pourraient programmer des
conséquences a plus long terme sur l'activité nerveuse et les capacités intellectuelles de
l'individu a I'age adulte. Le RCIU est ainsi connu pour engendrer, chez le jeune enfant, des
déficits intellectuels (Broekman et al., 2009) ainsi que des retards cognitifs (de Bie et al.,
2010). On peut supposer que ces diminutions de capacités intellectuelles et cognitives soient
en partie liées a des perturbations précoces de l'action des neurotrophines et notamment du
systtme BDNF/TrkB, ce qui pourrait entrainer des modifications structurelles et
fonctionnelles cérébrales. Certains auteurs, comme Gilmore et ses collaborateurs, ont émis
I'nypothese que des modulations in utero du BDNF pourraient également étre responsables de
la programmation de lourdes pathologies neurodéveloppementales telles que la schizophrénie
(Gilmore et al., 2003). Ces auteurs ont montré qu'une injection intra-péritonéale de
lipopolysacharides @ E16 chez la rate gestante, mimant ainsi une infection bactérienne,
diminue trés rapidement les taux plasmatiques de BDNF et augmente ceux du cerveau feetal,
ce qui pourrait modifier fortement la neurogenese et la maturation des tissus nerveux.
A l'inverse, l'exercice physique chez la rate gestante augmente I'expression du BDNF et la
neurogenese dans I'hippocampe ainsi que la mémoire a court terme un mois apreés la naissance
(Lee et al., 2006).
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Les modeles de programmation feetale, par dénutrition ou malnutrition, semblent
également avoir une empreinte sur le développement cérébral. Une étude a montré qu'un
régime ne contenant que 6 % de protéines durant la gestation réduit I'expression
hippocampique de BDNF de la progéniture au 4°™ jour postnatal et diminue leur faculté de
mémorisation, et ce, de maniére d'autant plus marquée, si ce régime a lieu t6t durant la
gestation (Wang et Xu, 2007). Il a également été montré au laboratoire qu'une dénutrition de
50 % de la ration alimentaire, durant la derniére semaine de gestation jusqu'au sevrage, induit
des modulations de I'expression du BDNF dans I'hypothalamus et I'hippocampe associées a
des perturbations de la prolifération cellulaire cérébrale dans ces zones (Coupé et al., 2009).
Ces résultats démontrent que la dénutrition périnatale module a la fois I'expression de la
neurotrophine BDNF et la prolifération cellulaire cérébrale, et ce, durant des fenétres
temporelles critiques du développement. Cependant, suivant le tissu (placenta ou SNC) et
le stade étudié (prénatal ou postnatal), la dénutrition peut avoir des actions moléculaires et
cellulaires opposées, potentiellement a l'origine de dysfonctions physiologiques ultérieures.
Enfin, il a récemment été montré chez I'Homme que le lait maternel contient du BDNF.
Des perturbations de sécrétion de cette neurotrophine, par la glande mammaire durant la
période postnatale, pourraient également intervenir dans la programmation métabolique de la
descendance (Li et al., 2011a).

c) Quid du systeme apélinergique ?

Nos études ont permis de démontrer que le systéeme apélinergique placentaire ainsi que
les taux circulants de cette hormone chez la mere et son feetus sont modulés par la
sous-nutrition maternelle et le RCIU. A ce jour, on ne connait pas la fonction physiologique
précise de ce systéeme durant la grossesse. Nous avons donc émis I'hypothése qu'au niveau
placentaire, il pourrait participer a la fois a la mise en place du placenta (vascularisation,
développement cellulaire) mais aussi a son activité (contr6le de l'irrigation sanguine, transfert
de nutriments). Il est probable que ce systeme exerce aussi des fonctions particuliéres chez le
feetus. En guise d'exemple, nous avons réalisé un marquage par immunohistochimie de
I'apéline chez des feetus de rat a E18. Une immunoréactivité importante a été retrouvée dans
de nombreux organes tels que l'intestin, lI'estomac, la glande surrénale, le foie, le cceur et les
poumons. Il est donc probable qu'au sein de ces organes, l'apéline exerce des fonctions

physiologiques en lien avec le développement et la maturation de ces tissus, et que la
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sous-nutrition maternelle puisse perturber a court et a long terme ceux-ci. En accord avec
cette derniere hypothese, nous avons observé des taux circulants d'apéline plus élevés chez les
animaux FR30 a I'dge de 4 mois (donnée non publiée). Ce résultat semble démontrer une
programmation a long terme du systeme apélinergique par la dénutrition maternelle et le
RCIU. Des expériences complémentaires vont étre menées dans certains tissus
(hypothalamus, tissu adipeux) afin de déterminer si cette altération est retrouvée a leur niveau.
De maniére analogue, nous avons démontré au laboratoire dans deux modeles de restriction
calorique, une altération de I'expression d'une autre adipocytokine : la leptine, durant la
période périnatale et qui se prolonge jusqu'a I'age adulte, avec notamment des modulations
marquées au niveau du tissu adipeux chez les rats adultes (Delahaye et al., 2008 ;
Lukaszewski et al., 2011). Les adipocytokines semblent donc représenter des systémes
physiologiques vulnérables a la programmation feetale et potentiellement impliquées dans les
pathologies métaboliques de I'adulte.
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Conclusion

En utilisant un modéle expérimental de dénutrition maternelle produisant un important
RCIU chez le rat, nous avons pu mettre en évidence de nouvelles d'altérations mettant en jeu
des facteurs jusqu'alors peu connus au niveau du placenta. Ainsi, le placenta est capable
d'assurer une certaine plasticité mitochondriale fonctionnelle lors d'un environnement
nutritionnel délétaire via une biogenése mitochondriale et une modulation de l'activité de la
chaine respiratoire. Cet organe produit également des neurotrophines, comme le BDNF, qui
pourraient exercer des actions au sein du placenta mais aussi étre transférées vers le feetus,
assurant ainsi un contrdle de la neurogenese et de la maturation du tissu nerveux durant la vie
feetale. L'hormone apéline, encore tres peu étudiée au cours du développement, semble
également étre un bon candidat dans le contréle du développement feetal mais aussi dans la
programmation métabolique et endocrine a long terme. Enfin, bien que non présenté ici, nous
avons également démontré que le facteur épigénétique FTO est aussi altéré au niveau
placentaire par des manipulations nutritionnelles chez le rongeur et par des altérations de la
croissance feetale chez I'Homme (article soumis). Notre modele FR30 représente donc un
modéle d'intérét pour identifier de nouvelles voies responsables de mécanismes
physiopathologiques en lien avec la programmation prénatale du syndrome métabolique.
L'évaluation ultérieure de leur implication, en situation clinique, pourrait peut étre permettre

la mise en place de nouveaux outils de diagnostic ou thérapeutiques.
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Retard de croissance intra-utérin et vulnérabilité au syndrome métabolique : recherche de marqueurs
placentaires dans un modéle de dénutrition maternelle prénatale et évaluation clinique

De nombreuses données indiquent qu'un petit poids a la naissance, résultant en partie d’une sous-nutrition materno-feetale,
est associé a une augmentation de la morbidité et de la mortalité durant la période néonatale, et conduit également a un risque accru de
développer a I'age adulte un syndrome métabolique (diabéte de type 2, obésité, hypertension artérielle et dyslipidémie). Les mécanismes
de cette programmation prénatale sont encore mal connus et impliqueraient plusieurs molécules et systemes physiologiques distincts.
De nombreuses études suggérent que le placenta serait impliqué dans la programmation de ces pathologies métaboliques. En effet, celui-
ci constitue un organe de communication entre la mére et son feetus et participe a la régulation de I'homéostasie feetale. En raison de la
proportion croissante de femmes présentant des troubles de la nutrition durant la grossesse et en lien avec leurs répercussions potentielles
chez la descendance, il est nécessaire de mieux comprendre les interactions entre I'alimentation maternelle et I'unité foeto-placentaire et
d’identifier les mécanismes impliqués dans les altérations de la croissance feetale. En conséquent, le placenta constitue un organe de choix
pour étudier les interactions entre I'alimentation maternelle et le feetus au cours de la grossesse. Durant cette thése, nous avons tenté
d’identifier de nouvelles voies moléculaires placentaires impliquées dans le controle de la croissance feetale chez le rat, puis d'étudier
I'expression de ces facteurs dans des placentas humains provenant de grossesses impliquant des anomalies de la croissance feetale.

Comme la malnutrition maternelle constitue une part importante dans I'étiologie de la restriction de croissance intra-utérine
(RCIU), nous avons utilis¢ un modéle expérimental effectué chez le rat, qui consiste en une réduction (de 50 % a 70 %) de la ration
alimentaire quotidienne maternelle durant la gestation. Ces régimes conduisent a des troubles de la croissance de l'unité feeto-placentaire
révélés par des réductions drastiques du poids du placenta et des poids de naissance a terme. Afin d'identifier de nouvelles voies
placentaires impliquées dans RCIU, nous avons utilisé deux méthodologies différentes : une approche protéomique et une évaluation de
deux protéines récemment caractérisées.

Premiérement, nous avons étudié le protéome placentaire chez le rat RCIU provenant de meéres dénutries par une analyse
protéomique (2D-PAGE et spectrométrie de masse). Cette stratégie nous a permis de découvrir de nouvelles voies modulées par le RCIU
et, étonnamment, des modulations importantes ont été observées pour plusieurs protéines mitochondriales, suggérant un effet ciblé de la
dénutrition sur ces organites. Par la suite, en utilisant diverses techniques d'analyses moléculaires, protéomiques et fonctionnelles, nous
avons montré que ces organites élaborent une réponse adaptative a la restriction alimentaire maternelle qui pourrait avoir des
conséquences sur la régulation de la croissance feetale. Deuxiémement, nous avons étudié deux autres protéines atypiques : le brain-derived
neuratrophic factor et I'hormone apéline. Nos résultats suggerent que ces deux facteurs pourraient étre impliqués, au niveau placentaire, dans
le contréle de la croissance feetale a la fois chez le rat et chez I'Homme.

En conclusion, comme les techniques cliniques actuelles ne permettent pas de diagnostiquer avec précision un RCIU, nos
résultats pourraient permettre une meilleure compréhension de la physiopathologie placentaire et permettre de développer de nouveaux
marqueurs de diagnostic et/ou de traitement dans le but d'améliorer la croissance placentaire et foetale en conditions pathologiques.

Intrauterine growth restriction and vulnerability to the metabolic syndrome: Research of placental
markers by proteomic analysis in rats and experimental and clinical evaluation

Growing evidences indicate that a small birthweight, resulting from maternal malnutrition or others prenatal alterations,
is associated with an increased neonatal morbidity and mortality and may lead to higher propensity to develop a metabolic syndrome
(including type 2 diabetes, obesity, hypertension and dyslipidemia) in adulthood. However, the physiopathological mechanisms acting
inutero on the programming of the offspring's metabolic profile remain confused and may implicate numerous molecules and
physiological systems. Several data suggest that the placental alterations may have long-lasting consequences and could thus contribute to
the programming of adult metabolic diseases. The placenta is the primary means of communication and nutrient delivery to the fetus and
is also involved in fetal homeostasis. Thus, the placenta may constitute an appropriate organ for investigating how differences in maternal
food consumption are sensed by the fetus along the pregnancy. Because of the increasing proportion of women eating inadequately
during pregnancy and because such nutritional disturbances may have huge repercussions on adult health of the offspring, we urgently
have to better understand how the placenta elaborates adaptive responses to maternal food intake modulations. My PhD aimed at
identifying new placental pathways implicated in fetal growth restriction in rat, and investigated in human placental samples,
the expression of these factors in pregnancies with fetal growth disturbances.

As maternal malnutrition constitutes an important part in the etiology of intrauterine growth restriction (IUGR), we used an
experimental model performed in rats which consists of a reduction (from 50% to 70%) of the daily maternal food intake during the
gestation. These regimens lead to profound growth disturbances of the feto-placental unit revealed by drastic reductions of both placental
and birth weights at term. To identify new placental pathways implicated in IJUGR, we have used two different strategies: a proteomic
approach and the evaluation of two proteins recently characterized in the placenta.

First, we investigated the placental proteome in IUGR rats from undernourished mothers using 2D-PAGE electrophoresis and mass
spectrometry identification. This strategy allowed the discovery of new pathways modulated by IUGR. Surprisingly, major modulations
were observed for several proteins localized in mitochondria, suggesting specific effects of maternal undernutrition on these organelles.
Thereafter, using multiple molecular, proteomic and functional analyses, we have shown that these organelles develop adaptive responses
to maternal nutrient restriction that may have functional consequences on the regulation of the fetal growth. Secondly, we studied
two others atypical proteins: the brain-derived neurotrophic factor and the hormone apelin. Our findings suggest that both of these
factors may be implicated in the control of fetal growth at the placental level in rat and putatively in human. As actual clinical methods do
not permit to diagnose precisely fetal growth disturbances, our results may permit to better understand the placental physiological
pathways implicated during these pathologies and could lead to the development of markers and/or treatments in order to improve both
placental functions and fetal growth.



